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1.1 ควำมเป็นมำและควำมส ำคญัของปัญหำ 
      ปัญหาเร่ืองพลงังานและเช้ือเพลิงก าลงัไดรั้บความสนใจเป็นอยา่งมากในปัจจุบนั ซ่ึงเป็นปัญหาส าคญัท่ีทัว่โลก
รวมทั้งประเทศไทยก าลงัเผชิญอยู ่(สมชาย โอสุวรรณ, 2522; สโมสรเอทานอล-ไบโอดีเซลแห่งประเทศไทย และ
คณะ, 2544) ซ่ึงมีแนวโนม้ท่ีจะขาดแคลนข้ึนในอนาคต (ประสม สถาปิตานนท,์ 2523; อรพิน ภูมิภมร, 2525) จึง
ท าให้นกัวิทยาศาสตร์และนกัวิชาการพยายามหาพลงังานจากแหล่งอ่ืนมาทดแทน (นฤมล ศรีสุมะ และคณะ, 
2524) ซ่ึงพลงังานทดแทนท่ีไดรั้บความสนใจอยูใ่นขณะน้ี เช่น พลงังานลม พลงังานแสงแดด และมวลชีวภาพ 
(สมาคมการคา้มนัส าปะหลงัไทย, 2530) จากสภาพแรงกดดนัดา้นการบริโภคพลงังานเช้ือเพลิงของไทยท่ีตอ้ง
พ่ึงพาการน าเขา้ปีละกวา่ 150,000 ลา้นบาท จึงท าใหค้วามเขม้แขง็หรือความอ่อนแอทางเศรษฐกิจถูกผกูโยงเขา้กบั
ความผนัแปรของราคาน ้ามนัในตลาดโลก (จนัทนา อรรถสถาพร, 2544) และแนวโนม้ของราคาน ้ ามนัท่ีสูงข้ึน
เร่ือย ๆ ยิง่ส่งผลกระทบโดยตรงต่อเศรษฐกิจของไทย ราคาสินคา้ เคร่ืองอุปโภคและบริโภคท่ีตอ้งปรับตวัสูงข้ึน
ตามราคาน ้ ามนั อยา่งไรก็ตามในภาวะวิกฤติเศรษฐกิจน้ีท าให้ประเทศไทยตอ้งหันมาทบทวนนโยบายทั้งดา้น
การเกษตร และอุตสาหกรรม โดยเฉพาะการแปรรูปผลิตภณัฑ์ให้มีมูลค่าเพ่ิมรวมทั้งการใชก้ลยุทธ์ในการ
แกปั้ญหาการขาดแคลนน ้ ามนัเช้ือเพลิงหรือน ้ ามนัเช้ือเพลิงท่ีมีราคาแพง โดยการแปรรูปผลิตผลทางการเกษตร
บางชนิดใหเ้ป็นพลงังาน เช่น การผลิตแอลกอฮอล ์หรือเอทานอล (สโมสรเอทานอล-ไบโอดีเซลแห่งประเทศไทย 
และคณะ, 2544) 
      เอทานอลสามารถผลิตไดจ้ากวตัถุดิบหลายชนิด โดยเฉพาะพืชท่ีมีปริมาณมากจนลน้ตลาด เช่น ขา้ว ขา้วโพด 
มนัส าปะหลงั และออ้ย รวมทั้งพืชชนิดอ่ืน ๆ ท่ีมีศกัยภาพ เช่น ขา้วฟ่างหวาน (สโมสรเอทานอล-ไบโอดีเซลแห่ง
ประเทศไทย และคณะ, 2544) ไม่เพียงแต่การใชเ้ฉพาะกากน ้าตาลมาใชเ้ป็นวตัถุดิบเท่านั้น (จนัทนา อรรถสถาพร, 
2544) อยา่งไรกต็าม มนัส าปะหลงัจดัเป็นวตัถุดิบท่ีมีความเหมาะสมในการผลิตเอทานอล เน่ืองจากมีปริมาณมาก
พอตลอดปี และราคาถูก ผลไดเ้อทานอลต่อหน่วยของวตัถุดิบมากพอควร โดยท่ีมนัส าปะหลงัสดจ านวน 1 ตนั
สามารถผลิตเอทานอลร้อยละ 95 (โดยปริมาตร) ไดโ้ดยประมาณ 180 ลิตร (สมาคมการคา้มนัส าปะหลงัไทย, 
2530) จากการศึกษาของสถาบนัวิจยัเพื่อพฒันาประเทศไทย  (TDRI) พบว่าการหมกัมนัส าปะหลงัเพ่ือเป็น
แอลกอฮอล ์ส าหรับทดแทนพลงังานเช้ือเพลิงจะเป็นจริงกต่็อเม่ือหวัมนัมีราคาต ่ากวา่ 0.50 บาทต่อกิโลกรัม และ
รัฐบาลใหสิ้ทธิพิเศษในเร่ืองภาษีต่าง ๆ (กลา้ณรงค ์ ศรีรอต, 2536) เพ่ือความคุม้ค่าในเชิงพาณิชย ์ และเป็นอีก
แนวทางหน่ึงในการลดตน้ทุนของการผลิตเอทานอลลงคือ  การน าเอาวสัดุเหลือท้ิงทางการเกษตรมาใชใ้ห้เกิด
ประโยชน์โดยเฉพาะกากมนัส าปะหลงั 
      กากมนัส าปะหลงั เป็นผลพลอยไดจ้ากกระบวนการผลิตแป้ง ซ่ึงมีอยูป่ระมาณร้อยละ 10-15 ของน ้ าหนกั
หวัมนัสดท่ีใช ้ (กลา้ณรงค ์ศรีรอต, 2541) กากมนัส าปะหลงัมีแป้งเป็นองคป์ระกอบร้อยละ 56 ของน ้าหนกัแหง้ 
เน่ืองจากกากมนัส าปะหลงัมีปริมาณแป้งและความช้ืนสูง ท าใหเ้กิดการเน่าเสียไดง่้าย จึงนิยมน าไปตากแดดให้
แหง้และจ าหน่ายในราคาถูกเพ่ือใชผ้สมอาหารสัตว ์ (Grace, 1977) เพ่ือเป็นการเพ่ิมมูลค่าใหก้บักากมนัส าปะหลงั
สามารท่ีจะท าไดโ้ดยการน ากากมนัส าปะหลงัมาใชใ้นรูปของวตัถุดิบในอุตสาหกรรมการหมกั (กลา้ณรงค ์ศรีรอต



2 
 

, 2536) โดยการผลิตสารละลายน ้ าตาลหรือน ้ าเช่ือมจากการย่อยกากมนัส าปะหลงัดว้ยกรดหรือเอนไซม ์
(Sreekantiak et al., 1986; Srikanta et al., 1987; Jaleel et al., 1988; สินีนาถ เจียมอนุกลูกิจ, 2539; จิรวรรณ อภิ
รักษากร, 2540; www.engr.tu.ac.th/info/rr/rr1997/fullpapers.htm; กลา้ณรงค ์ศรีรอต, 2541; ลิขิต ศิริสันติเมธาคม 
และคณะ, 2543) เน่ืองจากสารละลายน ้าตาลหรือน ้าเช่ือมมีน ้าตาลกลูโคสเป็นองคป์ระกอบส่วนใหญ่ ดงันั้นจึง
สามารถท่ีจะน าไปใชเ้ป็นแหล่งวตัถุดิบในการผลิตผลิตภณัฑต่์าง ๆ ไดร้วมทั้งการผลิตเอทานอล (Srikanta et al., 
1987; Jaleel et al., 1988)  
      โดยทัว่ไปการผลิตเอทานอลโดยวิธีการหมกั มกัจะนิยมใชเ้ช้ือยีสต์โดยเฉพาะอย่างยิ่ง Saccharomyces 
cerevisiae อยา่งไรกดี็ไดมี้การเสาะหาจุลินทรียช์นิดอ่ืนท่ีมีความสามารถในการผลิตเอทานอลไดร้วมทั้งแบคทีเรีย 
Zymomonas sp. (อรพิน ภูมิภมร, 2525) แบคทีเรีย Z. mobilis เป็นแบคทีเรียกรัมลบ รูปแท่ง มีขนาดกวา้ง 1-1.4 
ไมครอน และยาว 2-6 ไมครอนจดัอยูใ่นแฟมิล่ี Pseudomonadaceae เคล่ือนท่ีได ้ ไม่มีสปอร์ (Buchanan et al., 
1974)  ในอาหารเล้ียงเช้ือสูตร standard medium สามารถท่ีจะเจริญไดดี้ท่ีสุดท่ีอุณหภูมิ 30o ซ ค่าความเป็นกรด-
ด่าง (pH) เร่ิมตน้ระหวา่ง 5-7 ซ่ึงแบคทีเรีย Z. mobilis สามารถใชน้ ้ าตาลกลูโคส ฟรุคโตส และซูโครสไดโ้ดยใช ้
Entner-Doudoroff pathway ไดผ้ลิตภณัฑส่์วนใหญ่เป็นเอทานอลและก๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์ มีศกัยภาพท่ีจะ
ผลิตเอทานอลไดม้ากถึงร้อยละ 97 ของค่าท่ีสามารถผลิตไดต้ามทฤษฎี (Swings, De Ley, 1977) เม่ือเปรียบเทียบ
กบัเช้ือยสีต ์พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis จะผลิตมวลเซลลต์  ่ากวา่ ใหผ้ลไดข้องเอทานอล และการใชน้ ้ าตาลสูงกวา่ 
ทนต่อเอทานอลไดสู้งกว่า รวมทั้งสามารถท่ีจะปรับปรุงพนัธ์ุไดง่้ายกว่าเช้ือยีสต ์ (Rogers et al., 1980; 
http//ces.iise.ernet in/curscinew/july 10/articles 14 htm.) จึงมีความเป็นไปไดท่ี้จะใชแ้บคทีเรีย Z. mobilis มาใช้
ในการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอลจากน ้ าเช่ือมท่ีไดจ้ากการย่อยกากมนัส าปะหลงั ดงันั้นงานวิจยัน้ีจึงมุ่งเน้นถึง
การศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับใชใ้นการผลิตเอทานอลทั้งในระดบัขวดเขยา่ ขนาด 500 มิลลิลิตร และใน
ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบถงักวน ขนาด 5 ลิตร เพื่อใหส้ามารถทราบถึงสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการหมกัเพื่อผลิต
เอทานอลท่ีจะน าไปใชใ้นการพฒันากระบวนการผลิตในระดบัอุตสาหกรรมต่อไป 
 

1.2 วตัถุประสงค์ของกำรวจัิย 
       1.2.1 เพื่อศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอลจากน ้ าเช่ือมท่ีไดจ้ากการยอ่ยกากมนั
ส าปะหลงัโดยแบคทีเรีย Z. mobilis ในระดบัขวดเขยา่ ขนาด 500 มิลลิลิตร 
       1.2.2 เพ่ือศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอลจากน ้ าเช่ือมท่ีไดจ้ากการยอ่ยกากมนั
ส าปะหลงัโดยแบคทีเรีย Z. mobilis ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบถงักวน ขนาด 5 ลิตรแบบกะ และแบบก่ึงกะ 
 

1.3 ข้อจ ำกดัและขอบเขตของกำรวิจัย 
       1.3.1 น ้ าเช่ือมท่ีใชใ้นการทดลองไดจ้ากการยอ่ยกากมนัส าปะหลงัดว้ยเอนไซม์แอลฟา-อะไมเลส และ
เอนไซมอ์ะไมโลกลูโคซิเดส ดดัแปลงวิธีการผลิตจากจิรวรรณ อภิรักษากร (2540) และลิขิต ศิริสันติเมธาคม และ
คณะ (2543) 
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       1.3.2 ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับใชใ้นการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอลจากน ้าเช่ือมท่ีไดจ้ากการยอ่ยกากมนั
ส าปะหลงัในระดบัขวดเขยา่ ขนาด 500 มิลลิลิตร ซ่ึงไดแ้ก่ ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้ ความเขม้ขน้ของ
น ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ และอตัราการเขยา่ ในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรอุดม  
       1.3.3  ศึกษาแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสมส าหรับใชใ้นการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอลจากน ้ าเช่ือมท่ีไดจ้ากการ
ยอ่ยกากมนัส าปะหลงัในระดบัขวดเขยา่ ขนาด 500 มิลลิลิตร ซ่ึงไดแ้ก่ (NH4)2SO4 และ NH4Cl ในอาหารเล้ียงเช้ือ
สูตรปรับต ่า 
       1.3.4 ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับใชใ้นการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอลจากน ้าเช่ือมท่ีไดจ้ากการยอ่ยกากมนั
ส าปะหลงัในถงัปฎิกรณ์ชีวภาพแบบถงักวน ขนาด 5 ลิตรในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรปรับต ่าแบบกะ ซ่ึงไดแ้ก่ 
ความเร็วรอบของใบกวน ปริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้ และการควบคุมค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) คงท่ีในระหวา่งการ
หมกั และการศึกษาการหมกัแบบก่ึงกะ ท่ีมีวิธีการเติมน ้าตาลรีดิวซ์ใหมี้ความเขม้ขน้รวมทั้งหมดเท่ากบั 200 กรัม
ต่อลิตร 3 แบบ ซ่ึงไดแ้ก่ 1) การเติมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีมีความเขม้ขน้เท่ากบั 75 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 250 มิลลิลิตร 
จ านวน 8 คร้ัง 2) การเติมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีมีความเขม้ขน้เท่ากบั 150 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 500 มิลลิลิตร จ านวน 4 
คร้ัง และ 3) การเติมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีมีความเขม้ขน้เท่ากบั 300 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 1 ลิตร จ านวน 2 คร้ัง 
 

1.4 ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 
       1.4.1 ท าใหท้ราบถึงองคป์ระกอบและปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตเอทานอลจากน ้าเช่ือมท่ีไดจ้ากการยอ่ยกากมนั
ส าปะหลงัโดยแบคทีเรีย Z. mobilis  
       1.4.2 ท าให้ทราบถึงแนวทางในการพฒันารูปแบบของการผลิตเอทานอลนอลจากน ้ าเช่ือมท่ีไดจ้ากการยอ่ย
กากมนัส าปะหลงัโดยแบคทีเรีย Z. mobilis ในระดบัอุตสาหกรรมต่อไป 
       1.4.3 เป็นการน าวสัดุเหลือท้ิงทางการเกษตรมาใชใ้หเ้กิดประโยชน์สูงสุดในทางอุตสาหกรรม ซ่ึงเป็นการเพ่ิม
มูลค่าใหก้บัของเหลือท้ิงไดอี้กแนวทางหน่ึง 
 

1.5 หน่วยงำนที่น ำผลกำรวจิัยไปใช้ประโยชน์ 
       1.5.1 โครงการผลิตบัณฑิตระดับมหาบัณฑิต หลักสูตรเทคโนโลยีชีวภาพ คณะเทคโนโลย ี
มหาวทิยาลยัขอนแก่น ท่ีสามารถน าไปใชเ้ป็นแนวทางในโครงการวทิยานิพนธ์ 
       1.5.2 นกัวิชาการ นกัวิจยั และผูส้นใจทางดา้นเทคโนโลยชีีวภาพ เก่ียวกบัการน าวสัดุเหลือท้ิงทางการเกษตร
มาประยกุตใ์ชใ้หเ้กิดประโยชน์ในทางอุตสาหกรรม 
       1.5.3 บริษทัเอกชน และหน่วยงานราชการท่ีเก่ียวขอ้งกบัการผลิตเอทานอล 
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บทที ่2 

กำรตรวจเอกสำรและผลงำนวจิยัทีเ่กีย่วข้อง 
 

2.1 กำกมันส ำปะหลงั  
      กากมนัส าปะหลงัเป็นผลพลอยไดท่ี้เกิดจากกระบวนการผลิตแป้งมนัส าปะหลงั เม่ือพิจารณาองคป์ระกอบท่ีมี
อยูใ่นกากมนัส าปะหลงั พบวา่องคป์ระกอบส่วนใหญ่เป็นแป้งท่ีไม่สามารถแยกออกไดจ้ากกระบวนการผลิตแป้ง
มนัซ่ึงมีอยูม่ากถึงร้อยละ 56 โดยมวลน ้าหนกัแหง้ (ตารางท่ี 1) ส่วนองคป์ระกอบท่ีเหลือเป็นเส้นใยจากเปลือกของ
หวัมนัสดและเส้นใยจากเน้ือมนัส าปะหลงั มีโปรตีนและไขมนัอยูเ่พียงเลก็นอ้ย (Grace, 1977) เน่ืองจากกากมนั
ส าปะหลงัมีลกัษณะเปียกและมีความช้ืนสูง จึงท าใหเ้ป็นอุปสรรคอยา่งยิง่ต่อการล าเลียง และตอ้งเสียค่าใชจ่้ายใน
การอบกากมนัส าปะหลงัใหแ้หง้ รวมทั้งเกิดการเน่าเสียไดง่้าย ดงันั้นจึงนิยมน ากากมนัส าปะหลงัไปตากแดดให้
แหง้และจ าหน่ายในราคาถกูเพ่ือใชใ้นการผสมอาหารสัตว ์
 

ตำรำงที่ 1  องคป์ระกอบของกากมนัส าปะหลงั 
 

องคป์ระกอบ ร้อยละโดยมวลน ้าหนกัแหง้ 

แป้ง 
เส้นใย 
โปรตีน 
เถา้ 

ไขมนั 

56.0 
35.9 
5.3 
2.7 
0.1 

 
รวม 100 

                                                                                    Grace (1977)  
 

       เน่ืองจากกากมันส าปะหลงัมีแป้งเป็นองค์ประกอบส่วนใหญ่จึงท าให้ได้รับความสนใจในทางวิชาการ 
นอกจากน้ีกากมนัส าปะหลงัยงัมีปริมาณมาก หาไดง่้าย และมีราคาถูก งานวิจยัท่ีเก่ียวขอ้งกบัการใชก้ากมนั
ส าปะหลงัมาใชใ้นการผลิตน ้าเช่ือมหรือสารละลายน ้าตาล มีดงัน้ี 
       Shamala, Sreekantiak (1986) ไดศึ้กษาเก่ียวกบัการท าให้กากมนัส าปะหลงัเกิดแซคคาริฟิเคชัน่ โดยใช้
เอนไซมผ์สมซ่ึงเตรียมข้ึนจากเช้ือรา Aspergillus ustus 
       Srikanta et al. (1987) ไดศึ้กษาเก่ียวกบัการพฒันาเทคนิคในการท าใหก้ากมนัส าปะหลงัเกิดแซคคาริฟิเคชัน่ 
โดยใชก้รดซลัฟิวริก ซ่ึงสารละลายน ้าตาลท่ีไดส้ามารถท่ีจะน ามาใชใ้นการผลิตแอลกอฮอลไ์ดโ้ดยเช้ือยสีต ์
       Jaleel et al. (1988) ไดศึ้กษาเก่ียวกบัการท าให้กากมนัส าปะหลงัเกิดแซคคาริฟิเคชัน่ โดยการใชก้รดยอ่ย
ร่วมกบัการใชเ้อนไซมก์ลูโคอะไมเลส ซ่ึงสารละลายน ้าตาลท่ีไดส้ามารถท่ีจะน ามาใชใ้นการหมกัส าหรับผลิตเอ
ทานอลไดโ้ดยเช้ือยสีต ์
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        สินีนาถ เจียมอนุกลูกิจ (2539) ไดศึ้กษาเก่ียวกบัการผลิตกรดมะนาวจากสารละลายน ้าตาลท่ีไดจ้ากการยอ่ย
กากมนัส าปะหลงัดว้ยกรดซลัฟิวริก โดยเช้ือยสีต ์Candida oleophila NN-39  
        จิรวรรณ อภิรักษากร (2540) ไดศึ้กษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตน ้าเช่ือมกลูโคส จากการยอ่ยกากมนั
ส าปะหลงัโดยการใชก้รดชนิดต่าง ๆ ไดแ้ก่ กรดออกซาลิก กรดซัลฟิวริก และกรดซัลฟิวรัส รวมทั้งการใช้
เอนไซมแ์อลฟา-อะไมเลสร่วมกบักลโูคอะไมเลส 
        กลา้ณรงค ์ศรีรอต (2541) ไดศึ้กษาเก่ียวกบัการสกดัแป้งออกจากกากมนัส าปะหลงั โดยการใชเ้อนไซมผ์สม
ระหวา่งเซลลเูลสกบัเพกติเนสในอตัราส่วนต่าง ๆ กนั ซ่ึงสามารถท่ีจะสกดัแป้งไดป้ระมาณร้อยละ 56 ของปริมาณ
แป้งท่ีมีอยูใ่นกากมนัส าปะหลงั แป้งท่ีไดส้ามารถท่ีจะน าไปใชใ้นการผลิตน ้ าเช่ือมกลูโคสได ้ โดยการยอ่ยดว้ย
เอนไซมแ์อลฟา-อะไมเลส และกลูโคอะไมเลส 
        ในปี ค. ศ. 1997 ไดมี้การศึกษาเก่ียวกบัการเพ่ิมประสิทธิภาพของการแยกน ้าตาลกลูโคสออกจากสารละลาย
น ้าตาลท่ีไดจ้ากการยอ่ยกากมนัส าปะหลงัดว้ยเอนไซมผ์สมร่วมกนั 3 ชนิด ท่ีประกอบดว้ยเอนไซม์ แอลฟา-อะ
ไมเลส กลูโคอะไมเลส และเซลลูเลส โดยการประยุกต์ใช้วิธี  crossed-flow ultrafiltration 
(www.engr.tu.ac.th/info/rr/rr1997/fullpapers.htm) 
        ลิขิต ศิริสันติเมธาคม และคณะ (2543) ไดศึ้กษาเก่ียวกบัสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับใชใ้นการผลิตน ้ าเช่ือม
กลูโคสจากการยอ่ยกากมนัส าปะหลงัดว้ยเอนไซม์แอลฟา-อะไมเลส และกลูโคอะไมเลส ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ
ระดบัตน้แบบ ขนาด 50 ลิตร 
 

2.2 แป้งมันส ำปะหลงั 
       แป้งประกอบดว้ยโพลิเมอร์พ้ืนฐาน 2 ชนิด คือ อะไมโลส (amylose) และอะไมโลเพคติน (amylopectin) 
ซ่ึงอะไมโลสเกิดจากการเรียงตวัของหน่วยกลูโคสเป็นแนวเส้นตรงประมาณ 200 - 2,000 หน่วย โดยอาศยัพนัธะ
แอลฟา 1,4 กลูโคซิดิก อะไมโลสละลายน ้าไดดี้ ขณะตม้จะมีลกัษณะขุ่น และความหนืดต ่า เม่ืออุณหภูมิลดลงจะ
เกิดการคืนตวัไดม้าก ส าหรับอะไมโลเพคตินจะมีลกัษณะเป็นก่ิงกา้น ท่ีเกิดจากอะไมโลสสายสั้นๆ หลายสายมา
ต่อเช่ือมกนัเป็นโครงสร้างหลกั โดยกลูโคสแต่ละหน่วยจะจบักนัดว้ยพนัธะแอลฟา 1,4 กลูโคซิดิก ท่ีมีขนาด 20 - 
25 หน่วย ส าหรับส่วนท่ีแตกกนัเป็นก่ิงจะจบักนัดว้ยพนัธะแอลฟา 1,6 กลูโคซิดิก ขณะตม้ในน ้า  อะไมโลเพคติน
จะใสและเหนียวเหนอะหนะ มีความหนืดสูง และจะเกิดการคืนตวัไดน้อ้ยเม่ืออุณหภูมิลดลง เน่ืองจากโมเลกุลมี
การจดัเรียงตวัระเกะระกะจึงท าให้เกิดการรวมตวักนัไดย้าก แป้งมนัส าปะหลงัจะมีอะไมโลส ประมาณ 16-18 
เปอร์เซ็นต ์ส่วนท่ีเหลือเป็นอะไมโลเพคติน น ้าหนกัโมเลกลุของอะไมโลสและอะไมโลเพคตินมีค่าประมาณ 2.1 
x 105 และ 3 x 106 ดาลตนั ตามล าดบั ดงัแสดงในภาพท่ี 1 (Atkinson, Mativuna, 1991) 
 

2.3 กลไกของกำรย่อยแป้ง 
       กลไกของการเปล่ียนแปลงของเมด็แป้งตั้งแต่ระดบัท่ีเป็นโพลิเมอร์ของกลูโคสไปจนกระทัง่ถึงการถูกยอ่ยจน
เกิดเป็นโมเลกลุของน ้าตาลท่ีมีขนาดสั้นลงจะประกอบดว้ย 3 ขั้นตอน ดงัน้ีคือ 
      2.3.1 กำรเกดิเจลลำตไินเซช่ัน  
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เจลลาติไนเซชัน่เป็นกระบวนการพองตวัของเม็ดแป้งท่ีเกิดข้ึนจากการดูดซึมน ้ า (hydration) ของเม็ด
แป้งในขณะท่ีไดรั้บความร้อน ทั้งน้ีเพราะโมเลกุลภายในเมด็แป้งมีหมู่ไฮดรอกซิล (hydroxyl group) จ านวนมาก 
และจดัเป็นพวกท่ีมีคุณสมบติัเป็นไฮโดรฟิลิก (hydrophilic) สูง โดยเฉพาะโครงสร้างของอะไมโลเพคตินท่ี
สามารถเกิดพนัธะไฮโดรเจนทั้งภายในหรือระหวา่งโมเลกุลไดจ้ านวนมาก จึงท าใหมี้แรงยดึเหน่ียวในเมด็แป้งสูง
มาก แป้งจึงไม่ละลายในน ้าเยน็ เพียงแต่จะดูดซึมน ้าและเกิดการพองตวัไดเ้ลก็นอ้ย เม่ือน าเอาน ้าออกไปจากเม็ด
แป้งจะท าให้เม็ดแป้งแหง้และกลบัคืนสู่สภาพเดิมได ้ แต่เม่ืออุณหภูมิสูงข้ึน ท าให้มีพลงังานเพียงพอท่ีจะท าให้
พนัธะไฮโดรเจนแตกออกจากกนั  เกิดการท าลายสภาพการจดัเรียงตวัของผลึก (crystralline) อะไมโลส แป้งจะ
ละลายน ้าไดดี้ข้ึนท าใหเ้กิดการพองตวัของเมด็แป้ง เมด็แป้งจึงมีปริมาตรเพ่ิมข้ึนประมาณ 25-30 เท่า โดยช่วง
อุณหภูมิท่ีแป้งมีการดูดซึมน ้าอยา่งรวดเร็วและเกิดการพองตวัข้ึนเรียกวา่ อุณหภูมิของการเกิดเจล (gelatinization 
temperature) ซ่ึงจะมีค่าแตกต่างกนัไปตามชนิดของแป้ง ในกรณีท่ีมีการใหค้วามร้อนสูงเกินกวา่อุณหภูมิของการ
เกิดเจลและมีน ้าอยูม่ากพอ จะท าใหโ้มเลกลุของอะไมโลสแพร่ออกจากเมด็แป้ง เป็นผลท าใหเ้มด็แป้งยบุตวัลง ใน
ขณะเดียวกนัโมเลกุลของน ้าจะเขา้สัมผสักบัหมู่ไฮดรอกซิลของหน่วยกลูโคสได ้ ส่วนน ้าท่ีอยูใ่นเมด็แป้งท่ียบุตวั
ลงซ่ึงมีโมเลกุลของอะไมโลเพคตินอยูจ่ะท าใหเ้กิดเจล การเกิดเจลเป็นกระบวนการผนักลบัไม่ไดแ้ละจะท าให้มี
ความหนืดเพ่ิมมากข้ึน แป้งมนัส าปะหลงัจะมีช่วงของอุณหภูมิของการเกิดเจลประมาณ 52-64 o ซ  จะมีค่าต ่ากวา่
ธญัพืชชนิดอ่ืน ๆ จึงท าใหอ้ตัราการเพ่ิมของความหนืดมีค่าสูง และเกิดการสลายตวัไดม้ากกวา่ นอกจากน้ีแป้งมนั
ส าปะหลงัยงัเกิดการคืนตวัไดค้่อนขา้งนอ้ยและชา้ ทั้งน้ีเน่ืองจากองคป์ระกอบส่วนใหญ่จะเป็นอะไมโลเพคตินดงั
แสดงในภาพท่ี 2 

ภำพที่ 1  โครงสร้าง (ก) อะไมโลส และ (ข) อะไมโลเพคติน (Atkinson, Mativuna, 1991) 
 
     2.3.2 กำรเกดิลเิคอแฟคช่ัน  

ลิเคอแฟคชัน่เป็นขั้นตอนของการลดความหนืดของแป้งท่ีเกิดเจลลง โดยเกิดการยอ่ยโมเลกุลของลูกโซ่
กลูโคสในแป้งแบบสุ่ม (random hydrolysis) เป็นผลท าใหเ้กิดการแยกขนาดของลูกโซ่กลูโคสเป็นสายสั้น ๆ  ท า
ใหไ้ดข้นาดของโมเลกุลเลก็ลงและมีความหนืดลดลง 
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     2.3.3 กำรเกดิแซคคำริฟิเคช่ัน  
แซคคาริฟิเคชัน่เป็นขั้นตอนของการยอ่ยลกูโซ่กลูโคสในแป้งใหเ้ป็นโมเลกุลของน ้าตาลท่ีมีขนาดเลก็ลง 

ซ่ึงภายหลงัการยอ่ยจะท าให้ไดน้ ้ าตาลโมเลกุลเด่ียว (monosaccharide) น ้ าตาลโมเลกุลคู่ (disaccharide) หรือ
น ้าตาลท่ีมีโมเลกลุสูงกวา่เลก็นอ้ย เช่น มอลโทไทรโอส (maltotriose)  
 

ภำพที่ 2  กลไกของการเกิดเจลของเมด็แป้ง  (Ramson, Clark, 1988) 
                     

2.4 กำรผลติน ำ้เช่ือมจำกกำกมันส ำปะหลงั 

       เน่ืองจากกระบวนการผลิตน ้ าเช่ือมจากการย่อยกากมนัส าปะหลงั จะมีลกัษณะคลา้ยกบักระบวนการผลิต
น ้าเช่ือมกลูโคสจากการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงัโดยตรง ซ่ึงอาจจะเป็นการใชก้รดชนิดต่าง ๆ หรือการใชเ้อนไซม์
ย่อยแป้งแต่อย่างไรก็ตาม สภาวะของการย่อยกากมนัส าปะหลงัจะมีลกัษณะท่ีแตกต่างจากการย่อยแป้งมนั
ส าปะหลงั ซ่ึงไดมี้การศึกษาดงัน้ี 
    2.4.1  กำรย่อยกำกมันส ำปะหลงัด้วยกรด  

Srikanta et al. (1987) ไดพ้ฒันาเทคนิคในการยอ่ยแป้งท่ีมีอยูใ่นกากมนัส าปะหลงั เพื่อใหส้ามารถใชก้าก
มนัส าปะหลงัไดสู้งข้ึน ซ่ึงการใชก้ากมนัส าปะหลงัความเขม้ขน้ร้อยละ 30 (โดยน ้าหนกัต่อปริมาตร) ท าการยอ่ย
ดว้ยกรดซลัฟิวริกท่ีมีความเขม้ขน้ร้อยละ 4 (โดยปริมาตร) พบวา่สามารถท าให้กากมนัส าปะหลงัเกิดแซคคาริฟิ
เคชัน่ได ้ โดยเกิดการเปล่ียนแปลงของแป้งเป็นน ้าตาลรีดิวซ์ไดโ้ดยสมบูรณ์ มีน ้ าตาลเหลืออยูป่ระมาณร้อยละ 24 
ของปริมาณน ้าตาลทั้งหมด โดยใชว้ิธี counter-current extraction technique เม่ือขยายขนาดการผลิตโดยใชก้ากมนั 
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75 กิโลกรัม ท าใหเ้กิดแซคคาริฟิเคชัน่ จะไดส้ารละลายน ้าตาลปริมาตร 75 ลิตร ท่ีมีน ้ าตาลรีดิวซ์เขม้ขน้เท่ากบัร้อย
ละ 15 (โดยน ้าหนกัต่อปริมาตร)  
            Jaleel et al. (1988) ไดศึ้กษาการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอลโดยการใชส้ารละลายน ้าตาลท่ีมีน ้ าตาลรีดิวซ์
เร่ิมตน้เท่ากบัร้อยละ 16.5 (โดยน ้าหนกัต่อปริมาตร) ซ่ึงไดจ้ากการยอ่ยกากมนัส าปะหลงัท่ีมีความเขม้ขน้ร้อยละ 
30 (โดยน ้าหนกัต่อปริมาตร) ดว้ยกรดซลัฟิวริกท่ีมีความเขม้ขน้ร้อยละ 2.5 (โดยปริมาตร) พบวา่ผลไดข้องเอทา
นอลจะมีค่าสูงท่ีสุด และมีน ้ าตาลรีดิวซ์เหลือนอ้ยท่ีสุด นอกจากน้ียงัพบว่าการเพ่ิมความเขม้ขน้ของเอนไซม์
กลูโคอะไมเลสในการยอ่ยกากมนัส าปะหลงัจะไม่ท าให้ความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์มีค่าลดลง และเม่ือท าการ
หมกัพบวา่ ผลไดข้องเอทานอลจะมีค่าเพ่ิมสูงข้ึน  

จิรวรรณ อภิรักษากร (2540) ไดศึ้กษาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับใชใ้นการยอ่ยกากมนัส าปะหลงัดว้ย
กรดชนิดต่าง ๆ พบวา่การใชก้ากมนัส าปะหลงัท่ีมีมวลน ้าหนกัแหง้ปริมาณ 5 กรัม ท าการยอ่ยดว้ยกรดซลัฟิวริกท่ี
มีความเขม้ขน้ 1 โมลาร์ ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ท่ีระดบัอุณหภูมิ 115o ซ เป็นเวลา 30 นาที ไดน้ ้ าเช่ือมกลูโคสท่ีมี
ความเขม้ขน้เท่ากบั 158.55 กรัมต่อลิตร 
 
    2.4.2  กำรย่อยกำกมันส ำปะหลงัด้วยเอนไซม์  

จิรวรรณ อภิรักษากร (2540) ไดศึ้กษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับใชใ้นการยอ่ยกากมนัส าปะหลงัท่ีมี
มวลน ้าหนกัแหง้หนกั 5 กรัม โดยการท าใหเ้กิดลิเคอแฟคชัน่ดว้ยเอนไซม ์แอลฟา-อะไมเลส  ปริมาณ 500 หน่วย
เป็นเวลา 40 นาที จากนั้นท าใหเ้กิดแซคคาริฟิเคชัน่ต่อดว้ยเอนไซมอ์ะไมโลกลูโคซิเดส ปริมาณ 300 หน่วยเป็น
เวลา 24 ชัว่โมง อยา่งไรก็ตามสามารถท่ีจะลดปริมาณการใชเ้อนไซมล์งไดโ้ดยการท าให้เกิดลิเคอแฟคชัน่ดว้ย
เอนไซม์ แอลฟา-อะไมเลส (BAN480L) ปริมาณ 500 หน่วยเป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นน าเอาเฉพาะส่วน
สารละลายท่ีไดม้าท าการยอ่ยต่อเพ่ือให้เกิดแซคคาริฟิเคชัน่ โดยใชอ้ตัราส่วนสารละลาย 50 มิลลิลิตรต่อ
เอนไซมอ์ะไมโลกลูโคซิเดส (SPEZYME) ปริมาณ 75 หน่วยเป็นเวลานาน 12 ชัว่โมง พบวา่ เกิดการเปล่ียนแปลง
ไดร้้อยละ 50.14 ของน ้าหนกักากมนัส าปะหลงัเร่ิมตน้ และไดน้ ้ าเช่ือมกลูโคสท่ีมีความเขม้ขน้เท่ากบั 40.44 กรัม
ต่อลิตร 
            ลิขิต ศิริสันติเมธาคม และคณะ (2543) ไดศึ้กษาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับใชใ้นการผลิตน ้าเช่ือมกลูโคส
จากการยอ่ยกากมนัส าปะหลงัดว้ยเอนไซมแ์อลฟา-อะไมเลส และอะไมโลกลูโคซิเดส ในถงัปฎิกรณ์ชีวภาพระดบั
ตน้แบบ ขนาด 50 ลิตร พบวา่สภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับใชใ้นการผลิตน ้าเช่ือมคือการใชก้ากมนัส าปะหลงัเร่ิมตน้
เท่ากบัร้อยละ 15 (โดยน ้าหนกัต่อปริมาตร) ท าใหเ้กิดลิเคอแฟคชัน่ดว้ยเอนไซมแ์อลฟา-อะไมเลส ปริมาณ 300 
หน่วยต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 40 นาทีท่ีอุณหภูมิ 70o ซ และจากนั้นท าการยอ่ยต่อเพ่ือใหเ้กิดแซคคาริฟิเคชัน่ดว้ย
เอนไซมอ์ะไมโลกลโูคซิเดส ปริมาณ 500 หน่วยต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 24 ชัว่โมง พบวา่สามารถท่ีจะท าใหเ้กิดการ
เปล่ียนแปลงไดร้้อยละ 40.13 ของกากมนัส าปะหลงัเร่ิมตน้หรือคิดเป็นน ้าตาลรีดิวซ์เขม้ขน้เท่ากบั 40.15 กรัมต่อ
ลิตร 
 

2.5 จุลนิทรีย์ทีใ่ช้ในกำรหมักเพือ่ผลติเอทำนอล 
       โดยทัว่ไปการหมกัเคร่ืองด่ืมประเภทแอลกอฮอลใ์นประเทศแถบตะวนัตก เช่น เบียร์ ไวน์ และ แชมเปญ เป็น
ตน้ จะเป็นการหมกัดว้ยเช้ือยสีตโ์ดยเฉพาะสายพนัธ์ุท่ีนิยมใชม้ากท่ีสุดคือ Saccharomyces cerevisiae แต่ส าหรับ
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พ้ืนท่ีในเขตร้อนของอเมริกา แอฟริกา และเอเชีย การหมกัเคร่ืองด่ืมประเภทแอลกอฮอลจ์ะเป็นอีกแบบหน่ึงท่ี
ไดรั้บความนิยมเป็นอยา่งมากและใชก้นัอย่างกวา้งขวาง ซ่ึงเคร่ืองด่ืมประเภทน้ีไดจ้ากน ้ าผลไม ้ท่ีผ่านการหมกั
ดว้ยเช้ือจุลินทรียผ์สมหลายชนิด ซ่ึงมีทั้งแบคทีเรียจีนสั Zymomonas อยา่งไรกต็ามในประเทศแถบยโุรปแบคทีเรีย
จีนสัน้ีมกัจะเจริญในเบียร์และเบียร์ท่ีเน่าเสีย รวมทั้งสามารถหมกัน ้าแอปเปิล (cider) และเพอรร่ี (perry) ได ้ในตน้
ปี ค. ศ. 1951 Gibbs, De Moss ไดร้ายงานวา่แบคทีเรียในจีนสัน้ีสามารถท่ีจะใชน้ ้ าตาลกลูโคสไดใ้นสภาวะไร้
ออกซิเจนโดยใช ้ Entner–Doudoroff mechanism ซ่ึงเป็นแบคทีเรียชนิดแรกท่ีสามารถด ารงชีวิตแบบไม่ใช้
ออกซิเจนโดยใชก้ลไกท่ีพบไดเ้ฉพาะแบคทีเรียท่ีไม่ตอ้งการออกซิเจนอย่างแทจ้ริงเท่านั้น (strictly anaerobic 
bacteria) นอกจากน้ี Gibbs, De Moss ยงัไดร้ายงานวา่แบคทีเรียจีนสั Zymomonas น่าจะมีรูปแบบของวิถีของ
กระบวนการทางชีวเคมีสัมพนัธ์กบัแบคทีเรียในแฟมิล่ี Pseudomonadaceae ทั้งน้ีเพราะเซลลข์องแบคทีเรียจะมี
ลกัษณะเป็นท่อนตรงและมีส่วนปลายโคง้เลก็นอ้ย เคล่ือนท่ีไดโ้ดยใชแ้ฟลกเจลลาท่ีขั้วเซลล ์ยอ้มติดสีกรัมลบ ไม่
สร้างสปอร์ แต่อยา่งไรก็ตามการด ารงชีวิตส่วนใหญ่ของแบคทีเรียจีนสั Zymomonas  ไม่ตอ้งการออกซิเจน 
(Swings, De Ley, 1977) 
 

2.6 แบคทีเรียจีนัส Zymomonas 
       Zymomonas เป็นแบคทีเรีย ถา้จดัจ าแนกตาม Bergey's Manual of Determinative Bacteriology จะเป็น Gram–
negative facultative anaerobic rods เซลลจ์ะมีลกัษณะเป็นรูปแท่งท่ีมีปลายโคง้ ขนาดกวา้ง 1-1.4 ไมครอน และ
ยาว 2-6 ไมครอน มกัอยูเ่ด่ียว ๆ หรือเป็นคู่ ยอ้มติดสีกรัมลบ ไม่สร้างสปอร์ เคล่ือนท่ีโดยอาศยั แฟลกเจลลาท่ีขั้ว
เซลล ์ ไม่เจริญเติบโตในอาหารเล้ียงเช้ือสูตร nutrient agar หรือ nutrient broth ไม่ตอ้งการออกซิเจนในการ
เจริญเติบโต แต่สามารถเจริญเติบโตไดใ้นท่ีมีออกซิเจน สามารถหมกัน ้าตาลกลโูคส (glucose) และฟรุคโตส 
(fructose) ไดเ้อทานอล และก๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์สามารถท่ีจะแบ่งแบคทีเรีย Zymomonas ออกไดเ้ป็น 2 สปี
ชีส์ คือ Z. mobilis และ Z. anaerobia โดยอาศยัความสามารถในการหมกัน ้าตาลของแบคทีเรีย Z. mobilis ท่ี
สามารถหมกัน ้าตาลกลโูคส ฟรุคโตส และซูโครส (sucrose) ได ้ ส่วนแบคทีเรีย  Z. anaerobia จะหมกัน ้าตาลได้
เพียง 2 ชนิดเท่านั้น คือ กลูโคส และฟรุคโตส แต่ไม่สามารถหมกัน ้าตาลซูโครสได ้(Buchanan et al., 1974) โดย
คุณลกัษณะของแบคทีเรีย Zymomonas มีดงัต่อไปน้ี   
                1) เซลลรู์ปแท่ง มีความกวา้ง 1-1.4 ไมครอน และยาว 2-6 ไมครอน 
                2) ยอ้มติดสีกรัมลบ 
                3) ไม่สร้างสปอร์ได ้
                4) เคล่ือนท่ีโดยอาศยัแฟลกเจลลาท่ีขั้วเซลลท่ี์มีจ านวน 1-4 อนั 
                5) ไม่เจริญเติบโตในอาหารเล้ียงเช้ือสูตร nutrient broth และ nutrient agar 
                6) มกัจะเจริญเติบโตในสภาพไร้ออกซิเจน แต่สามารถเจริญเติบโตในท่ีมีออกซิเจนไดแ้ต่ชา้กวา่ 
                7) หมกัน ้าตาลกลโูคส ฟรุคโตส ไดเ้อทานอลและก๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์ท่ีมีจ านวนโมลใกล ้

เคียงกนั 
                8) ไม่มีกิจกรรมของเอนไซมอ์อกซิเดส (oxidase) 
                9) ร้อยละของเบส G + C อยูร่ะหวา่งร้อยละ 47.5-49.5 
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       คุณลกัษณะทั้ง 9 อยา่งน้ีสามารถน าไปใชใ้นการพิจารณาแบคทีเรียในจีนสัน้ีได ้แต่ Hendrie, Shewan (1966) 
ไดเ้สนอใหใ้ชคุ้ณลกัษณะท่ีส าคญั 3 อยา่งดงัน้ีคือ 1) เป็น Gram-negative rods 2) เคล่ือนท่ีโดยอาศยัแฟลกเจลลาท่ี
ขั้วเซลล ์และ 3) เจริญเติบโตไดใ้นสภาวะไร้ออกซิเจนเท่านั้น นอกจากน้ี Ault (1965) ไดเ้สนอใหใ้ชคุ้ณลกัษณะท่ี
ส าคญัไว ้ 3 อยา่งเช่นกนัคือ 1) เป็นแบคทีเรียกรัมลบ 2) ไม่สร้างกรดจากเอทานอล และ 3) สามารถหมกัน ้าตาล
กลูโคสไดเ้อทานอล 
     ก. คะตำโบลซึิมของน ำ้ตำลเฮกโซสโดยแบคทเีรีย Z. mobilis ATCC 10988 

Kluyver, Hoppenbrouwers (1931) ไดศึ้กษาการหมกัน ้าตาลกลูโคสโดยใชแ้บคทีเรีย Z. mobilis ATCC 
10988 พบวา่การหมกัจะเกิดข้ึนอยา่งรวดเร็ว เม่ือท าการหมกัเป็นเวลา 10 วนั ท่ีอุณหภูมิ 30o ซ  และจะเพ่ิมมากข้ึน
เม่ือหมกัต่อไปอีกเป็นเวลา 2 วนั ซ่ึงท าให้น ้ าตาลกลูโคสเกิดการหมกัไดอ้ยา่งสมบูรณ์ แต่พบวา่มีกรดแลคติก 
และอะเซตลัดีไฮดเ์กิดข้ึนเพียงเลก็นอ้ย ส าหรับการหมกัท่ีมีการใช ้ yeast extract จะใหเ้กิดกรดซคัซินิค (succinic 
acid) แต่จะไม่พบกรดชนิดน้ีเม่ือใช ้K2HPO4 (NH4)2SO4 และ MgSO4 ร้อยละ 0.1 0.1 และ 0.05 (โดยน ้าหนกัต่อ
ปริมาตร) ตามล าดบั แทนการใช ้yeast extract นอกจากน้ีจากการศึกษาของ Kluyver, Hoppenbrouwers สามารถท่ี
จะแสดงในรูปของ molar fermentation equation ไดด้งัน้ี 
 

1 glucose  1.8 ethanol  + 1.9 CO2         +     0.15 lactic acid 
 

นอกจากน้ีไดมี้การรายงานผลของการหมกัน ้าตาลกลูโคสโดยใชแ้บคทีเรีย Z. mobilis NCIB 8938 ซ่ึง
สามารถท่ีจะแสดงในรูปของ molar fermentation equation ไดด้งัน้ี 
 

1 glucose  1.93 ethanol  + 1.8 CO2         +      0.053 lactate 
    (Gibbs, De Moss, 1954) 
 

1 glucose  1.58 ethanol  + 1.7 CO2          +      0.2 lactate 
    (Belaich, Senez, 1965) 
 

1 glucose  1.63 ethanol  + x CO2            +      0.02 lactate 
    (Dawes et al., 1966) 
 
            ในปี ค.ศ. 1931 Neuberg, Kobel ไดศึ้กษาเก่ียวกบัสารมธัยนัตร์ (intermediates) ท่ีเกิดข้ึนจากแบคทีเรียใน
กลุ่มของ Lindner (1931) พบวา่กรดไพรูวิค (pyruvic acid) จะถูกดึงเอาหมู่คาร์บอนิล (carbornyl group) ออกจาก
โมเลกุลไดผ้ลิตภณัฑเ์ป็นอะเซตลัดีไฮด์ ซ่ึงหลงัจากนั้นอะเซตลัดีไฮดจ์ะถูกน าไปใชใ้นกระบวนการหมกัต่อไป 
ส าหรับกลูโคส–6-ฟอสเฟต (glucose-6-phosphate) และเฮกโซสไดฟอสเฟต (hexose diphosphate) พบวา่จะถูกดึง
เอาหมู่ฟอสเฟตออก และจะถูกน าไปใชใ้นกระบวนการหมกัต่อไป นอกจากน้ียงัพบวา่มีกระบวนการเติมหมู่
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ฟอสเฟต (phosphorylation) เกิดข้ึน ซ่ึง Neuberg, Kobel ไดส้รุปวา่ไม่พบกระบวนการไกลโคไลซิส (glycolysis) 
เกิดข้ึน  
            ในปี ค. ศ. 1934 Schreder et al. พบวา่น ้าตาลกลูโคสร้อยละ 98 (โดยน ้าหนกัต่อปริมาตร)จะถูกเปล่ียนเป็น
เอทานอลและก๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์แต่พบวา่มีอะเซตลัดีไฮด ์อะเซทิลเมทิลคาร์บินอล กรดอะเซติก และกลีเซ
อรอล เกิดข้ึนเพียงเลก็นอ้ย  
            ในปี ค.ศ. 1951 Gibbs, De Moss ไดท้ าการศึกษาการหมกัน ้าตาลกลูโคสของแบคทีเรีย Z. mobilis ATCC 
10988 พบวา่กิจกรรมเกือบทั้งหมดของน ้ าตาลกลูโคส (1- 14C) จะถูกสะสมไวใ้นรูปของ CO2 หรือประมาณ
คร่ึงหน่ึงของกิจกรรมของน ้าตาลกลูโคส (1-14C)  จะถูกปลดปล่อยออกมาในรูปของ CO2 ส่วนท่ีเหลือจะอยูใ่นรูป
ของเอทานอล  
            ในปี ค.ศ. 1954 Gibbs, De Moss ไดค้น้พบวา่กลไกพ้ืนฐานของการสลายน ้าตาลกลูโคสและฟรุคโตสของ
แบคทีเรีย Zymomonas นั้นจะเป็นรูปแบบของ Entner - Doudoroff pathway โดยรูปแบบของการเปล่ียนแปลงของ
น ้าตาลกลโูคสไดแ้สดงไวใ้นภาพท่ี 3  
            ในปี ค. ศ. 1960 Stern et al. ไดท้ าการทดลองและยนืยนัสมมติฐานของการเปล่ียนแปลงน ้าตาลกลูโคสท่ี
ไดจ้ากการศึกษาของ Gibbs, De Moss (1954) โดยใชว้ิธี radiorespirometric method ซ่ึงหลงัจากนั้นต่อมาไดมี้การ
น าเอา Entner-Doudoroff mechanism มาทดลองและยืนยนัผลการทดลองในระดบัของเอนไซมอ์ยา่งกวา้งขวาง 
โดยเฉพาะการศึกษาเก่ียวกบัการหมกัน ้าตาลกลโูคส-6-ฟอสเฟตโดยใชส้ารสกดัจากเซลล ์(cell-free extract) พบวา่
ผลิตภณัฑท่ี์เกิดข้ึนจะเป็นเอทานอลและก๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์ ซ่ึงสารสกดัจากเซลลจ์ะมีส่วนประกอบท่ีเป็น
เอนไซมฟ์อสโฟเฮกโซไอโซเมอเรส (phosphohexoisomerase) และ NAD -ลิงค ์ ดีไฮโดรจีเนส (NAD-linked 
dehydrogenase) ส าหรับใชใ้นการสลายกลูโคส-6-ฟอสเฟต ส่วนฟรุคโตส-1,6-ฟอตเฟต (fructose-1,6-phosphate) 
จะถูกยอ่ยดว้ยเอนไซม์อลัโดเลส (aldolase) และ กลีเซอรอลดีไฮด์-3-ฟอสเฟต NAD-ลิงค ์ ดีไฮโดรจีเนส 
(glyceraldehyde-3-phosphate NAD-linked dehydrogenase) อยา่งไรกต็ามมีรายงานวา่ไม่พบเอนไซมฟ์อสโฟเฮก
โซไอโซเมอเรส 
  

                                                                              C OOH                  CO2 
       C HO            C HO                    C=O   + 
    H C OH                   H C OH         CH3             C H2OH 
  HO C H      HO C H                                                 C H3 
    H C OH        H C OH                  
    H C OH        H C OH         C HO  CO2 
       C H2OH           C H2O3PH2        C HOH              +     
                                                                             C H2OPO3H2            C H2OH 
                                                                                                         C H 3 
 

       ภำพที ่3  สมมติฐานของการเปล่ียนน ้าตาลกลโูคสเป็นเอทานอลและก๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์
                                                                                      (Swings, De Ley, 1977) 
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          ในปี ค.ศ. 1961 Ribbons, Dawes และ Dawes et al. (1966) ไดศึ้กษาเพื่อหาชนิดของเอนไซมใ์น
แบคทีเรีย Z. mobilis NCIB 8938 พบวา่ crude extract ท่ีเติมสาร ATP สามารถท่ีจะเปล่ียนน ้าตาลกลูโคสและ
กลูโคเนต (gluconate) เป็นไพรูเวต (pyruvate) ได ้ นอกจากน้ียงัพบวา่ไพรูเวตและกลีเซอรอลดีไฮด-์3-ฟอตเฟต 
(glyceraldehyde-3-phosphate) ท่ีเกิดข้ึนจากการสลายกลโูคเนต-6-ฟอสเฟต (gluconate-6-phosphate) สามารถท่ีจะ
ถูกจบัดว้ยสารไฮดราซีน (hydrazine) ไดใ้นความเขม้ขน้ท่ีเท่ากนั ส าหรับการเปล่ียนกลีเซอรัลดีไฮด์-3-ฟอสเฟต
เป็นไพรูเวต พบวา่ตอ้งการ NAD+ ADP และ inorganic phosphate รวมทั้งพบวา่สาร 2-คีโต-3-ดีออกซีกลูโคเนต-
6-ฟอสเฟต (2-keto-3-deoxygluconate-6-phosphate) ถูกสร้างมาจากกลูโคเนต-6-ฟอสเฟต นอกจากน้ียงัพบวา่มี
กิจกรรมของเอนไซมเ์ฮกโซไคเนส  (hexokinase) กลูโคโนไคเนส (gluconokinase) กลูโคสดีไฮโดรจีเนส 
(glucose dehydrogenase) และไพรูเวตดีคาร์บอกซิเลส (pyruvate decarboxylase) เกิดข้ึน ส าหรับกิจกรรมของ
เอนไซมก์ลูโคส-6-ฟอสเฟต ดีไฮโดรจีเนส (glucose-6-phosphate dehydrogenase) พบวา่มีความสามารถในการ
รีดิวซ์ NAD+ หรือ NADP+ ได ้ และ NAD+ จะมีความจ าเพาะต่อการท างานของเอนไซมเ์อทานอล/ไทรโอส 
ฟอสเฟตดีไฮโดรจีเนส (ethanol/triose phosphate dehydrogenase) ใน crude extract อยา่งไรกต็ามจากการศึกษา
พบวา่ไม่พบกิจกรรมของเอนไซม ์ NADPH ออกซิเดส (NADPH oxidase) กลูโคเนสดีไฮโดรจีเนส (gluconate 
dehydrogenase) และฟรุคโตส-1,6-ฟอสเฟต อลัโดรเลส (fructose-1,6-phosphate aldolase) แต่ Raps, De Moss 
(1962) ไดร้ายงานวา่สามารถท่ีจะตรวจพบกิจกรรมของเอนไซมอ์ลัโดรเลสแต่ยงัไม่ไดรั้บการยนืยนั  

ในปี ค.ศ. 1968 Sly, Doelle ไดอ้ธิบายถึงผลจากการศึกษาจลนพลศาสตร์ของเอนไซม์ กลูโคส-6-
ฟอสเฟต ดีไฮโดรจีเนส และ NADP+ พบวา่ค่าคงท่ีของ Michaelis (Km) ของเอนไซมช์นิดน้ีจะมีค่าเท่ากบั 5 x 10-4 
โมลาร์ และในขณะท่ีค่าคงท่ีของ Michaelis (Km) ของ NADP+ จะมีค่าเท่ากบั 3.6 x 10-5 โมลาร์ นอกจากน้ียงัพบวา่
เอนไซมข์องแบคทีเรีย Zymomonas จะมีความแตกต่างอยา่งมากเม่ือเปรียบเทียบกบัเอนไซมข์องแบคทีเรีย E. coli 
และเช้ือจุลินทรียอ่ื์น ๆ  
 
       ข) คะตำโบลซึิมของน ำ้ตำลเฮกโซสโดยแบคทเีรีย Z. anaerobia NCIB 8777  

ในปี ค.ศ. 1965 Mc Gill et al. และ Mc Gill, Dawes (1971) ไดเ้ปรียบเทียบการเจริญเติบโตและผลิตเอ
ทานอลของแบคทีเรีย Z. anaerobia NCIB 8777 กบัแบคทีเรีย Z. mobilis NCIB 8938 พบวา่แบคทีเรีย Z. 
anaerobia NCIB 8777 มีการเจริญเติบโตชา้กวา่ และใหผ้ลไดข้องเอทานอลต ่ากวา่แบคทีเรีย Z. mobilis NCIB 
8938 โดยท่ีค่า molar growth yield coefficients ของน ้าตาลกลูโคสและฟรุคโตสของแบคทีเรีย Z. anaerobia 
NCIB 8777 มีค่าเท่ากบั 5.89 และ 5.0 ตามล าดบั นอกจากน้ียงัพบวา่น ้าตาลกลโูคสประมาณร้อยละ 2 (โดยน ้าหนกั
ต่อปริมาตร) จะถกูน าไปใชใ้นการสังเคราะห์ส่วนประกอบต่าง ๆ ของเซลล ์ความสามารถในการเจริญเติบโตของ
แบคทีเรีย Z. anaerobia NCIB 8777 มีประสิทธิภาพต ่า ซ่ึงเม่ือท าการหมกัน ้าตาลเฮกโซส 2 ชนิด สามารถแสดงใน
รูปของ molar fermentation equation ไดด้งัน้ี 
 

1 glucose  1.78 ethanol  +  1.88 CO2 +  3 x 10-5 acetaldehyde  +  0.011 cell-material (CH2O) 
 

เม่ือค านวณสมดุลของคาร์บอน (carbon balance) มีค่าเท่ากบัร้อยละ 90 แสดงวา่คาร์บอนมีการสูญเสีย
ไปในรูปอ่ืน 
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1 fructose  1.51 ethanol + 1.55 CO2 + 0.02 acetaldehyde + 0.54 glycerol + x dihydroxyacetone 
 

เม่ือค านวณสมดุลของคาร์บอนจะมีค่าเท่ากบัร้อยละ 77 โดยท่ีไม่พบสารประกอบท่ีมี 3 คาร์บอนเกิดข้ึน 
และผลิตภณัฑท่ี์ไม่ตอ้งการท่ีเกิดข้ึนจากเมตาโบลิซึมของฟรุคโตส ไดแ้ก่ กลีเซอรอล ไดไฮดรอกซีอะซิโตน และ
สารอ่ืน ๆ อีกหลายชนิดท่ียงัคงไม่สามารถพิสูจน์ได ้
            จากการศึกษาไดมี้การคน้พบเอนไซม์ต่อไปน้ี ซ่ึงสามารถจดัเรียงล าดบัตามการลดลงของกิจกรรมท่ี
จ าเพาะ (specific activity) ของเอนไซม์ดงัน้ีกลูโคส-6-ฟอสเฟต ดีไฮโดรจีเนส NAD+/NADP+-เอทานอลดีไฮโดร
จีเนส (NAD+/NADP+-ethanol dehydrogenase) NAD+-ไพรูเวตดีคาร์บอกซิเลส (NAD+- pyruvate decarboxylase 
กลูโคเนส-6-ฟอสเฟต ดีไฮโดรจีเนส 2-คีโต-3-ดีออกซีกลูโคเนส-6-ฟอสเฟต อลัโดรเลส (2-keto-3-
deoxygluconate-6-phosphate aldolase) ไทรโอสฟอสเฟตดีไฮโดรจีเนส NAD+-ฟอสโฟเฮกโซไอโซเมอเรส กลูโค
ไคเนส และฟรุคโตไคเนส ส าหรับเอนไซม์ท่ีมีกิจกรรมชา้ถึงชา้มากมีดงัน้ีคือ ฟอสโฟฟรุคโตไคเนส 
(phosphofructokinase) ฟรุคโตส-1,6-ฟอสเฟตอลัโดเลส (fructose-1,6-phosphate aldolase) NADH ออกซิเดส 
กลูโคส-6-ฟอสเฟตดีไฮโดรจีเนส NADP+/NADPH ออกซิเดส กลูโคโนไคเนส กลูโคสดีไฮโดรจีเนส ส่วน
เอนไซมท่ี์ตรวจไม่พบไดแ้ก่ NADP+-NAD+ ทรานไฮโดรจีเนส (NADP+-NAD+ transhydrogenase) ทรานสคี
โตเลส (transketolase) ฟอสโฟคีโตเลส (phosphoketolase) และทรานสอลัโดเลส (transaldolase) ส่วนสารมธั
ยนัตร์หลกั (key intermediate) คือ 2-คีโต-3-ดีออกซีกลูโคเนต-6-ฟอสเฟต ซ่ึงไดจ้ากการวิเคราะห์ดว้ย paper 
chromatography อยา่งไรกต็ามยงัไม่สามารถท่ีจะแยกหรือพิสูจน์เอกลกัษณ์ได ้
            ในปี ค.ศ.1966 Dawes et al. ไดอ้ธิบายถึงความส าคญัของกลไกของเอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้งกบัเมตาโบลิซึม
ของน ้าตาลซูโครส โดยคน้พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis NCIB 8938 สามารถท่ีจะผลิตสารลีแวน(levan) ไดจ้าก
น ้ าตาลซูโครสแต่ไม่สามารถผลิตไดจ้ากน ้ าตาลกลูโคสและฟรุคโตสหรือจากสารละลายน ้ าตาลทั้ งสองชนิด
รวมกนั  ซ่ึงการใชน้ ้ าตาลซูโครส 640 กรัมในอาหารเล้ียงเช้ือปริมาตร 32 ลิตรจะเกิดโพลิเมอร์ของสารลีแวน
ปริมาณ 4.5 กรัมน ้าหนกัแหง้ หรือใหผ้ลไดข้องสารลีแวนนอ้ยกวา่ร้อยละ 2 (โดยน ้าหนกัต่อปริมาตร)สารลีแวนท่ี
ผลิตจากแบคทีเรีย Zymomonas มกัจะพบไดโ้ดยทัว่ไปจากแฟมิล่ีของแบคทีเรียกลุ่มท่ีสร้างสารลีแวน ซ่ึงสารลี
แวนจะมีน ้าหนกัโมเลกุลประมาณ 107 ดาลตนั หรือมีน ้าตาลฟรุคโตสเป็นองคป์ระกอบเพียงอยา่งเดียวประมาณ 
60,000 หน่วย การต่อเช่ือมโครงสร้างหลกัโพลีเมอร์จะเป็นแบบเบตา้-2,6-linkage ระหวา่งวงแหวนฟิวแรโนส 
(furanose ring) ส าหรับการต่อเช่ือมของจุดแยก (branching) จะเป็นแบบเบตา้-2,1-linkage และพบวา่ระหวา่งท่ีมี
การสังเคราะห์ลีแวนจะมีการใชน้ ้ าตาลกลูโคสเร็วกว่าน ้ าตาลฟรุคโตส อยา่งไรก็ตามการสร้างสารลีแวนจะไม่
เกิดข้ึนถา้ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลซูโครสเท่ากบั 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และถา้ไม่มีน ้ าตาลฟรุคโตสอิสระ
เหลืออยู ่การหมกัจะด าเนินต่อไปโดยท่ีไม่มีการสร้างสารลีแวน ซ่ึงสารลีแวนสามารถท่ีจะถูกสังเคราะห์ข้ึนไดจ้าก
น ้าตาลซูโครสโดยใช ้crude extract ของแบคทีเรีย Zymomonas และไดจ้ากน ้าตาลแรฟฟิโนสท่ีปราศจากไพรเมอร์ 
(primer) อยา่งไรก็ตามพบวา่เอนไซมลี์แวนซูเครส (levansucrase) ท่ีพบในแบคทีเรีย Zymomonas จะมีความ
แตกต่างจากเอนไซมลี์แวนซูเครสท่ีพบในแบคทีเรีย Acetobacter levanicum และ Bacillus subtilis  
            จากการศึกษาของ Dawes et al. (1966) พบวา่น ้ าตาลซูโครสนอ้ยกวา่ร้อยละ 10 (โดยน ้ าหนกัต่อ
ปริมาตร) จะถกูเปล่ียนโดยเอนไซมลี์แวนซูเครสเป็นสารลีแวนและน ้าตาลกลโูคส ซ่ึงวิถีหลกัของการสลายน ้าตาล
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ซูโครสจะเร่ิมตน้หลงัจากการยิย่สลายเป็นน ้าตาลกลูโคสและฟรุคโตส อยา่งไรกต็าม Dawes et al.(1966) ไม่ได้
พิสูจน์วา่มีเอนไซมอิ์นเวอเทส (invertase) อิสระอยูห่รือไม่ แต่ไดมี้การเสนอผลท่ีไดจ้ากการทดลองวา่เอนไซมลี์
แวนซูเครสสามารถท่ีจะเร่งปฏิกิริยาของการสร้างสารลีแวนและการสลายน ้าตาลซูโครสดงัน้ี 
 
         n sucrose   +    acceptor       levan  + n glucose  or  n fructose 
                    
      ถา้ acceptor คือน ้าตาลฟรุคโตส สารลีแวนจะถูกสร้างข้ึน แต่ถา้ acceptor คือน ้าจะท าใหน้ ้ าตาลซูโครส
ถกูยอ่ยสลาย  
 

2.7 งำนวจิัยที่เกีย่วข้องกบักำรหมักเพือ่ผลติเอทำนอลโดยใช้แบคทีเรีย Z. mobilis 
      Rogers et al. (1980) ไดศึ้กษาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดยใชแ้บคทีเรีย  Z. 
mobilis ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีน ้ าตาลกลูโคสร้อยละ 10-25 (โดยน ้าหนกัต่อปริมาตร) ท าการหมกัแบบกะ พบวา่
แบคทีเรีย Z. mobilis สามารถเปล่ียนน ้ าตาลกลูโคสเป็นเอทานอลไดอ้ยา่งรวดเร็ว เม่ือเปรียบเทียบกบัเช้ือยีสต ์
Saccharomyces uvarum พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis จะมีอตัราจ าเพาะของการใชน้ ้ าตาลกลูโคสกบัอตัราจ าเพาะ
ของการผลิตเอทานอลสูงกวา่ยสีต ์ และใหม้วลเซลลต์  ่ากวา่ดงัแสดงในตารางท่ี 2 ซ่ึงไดเ้ปรียบเทียบการหมกัเพื่อ
ผลิตเอทานอลของจุลินทรียท์ั้ง 2 ชนิด โดยท าการหมกัในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีน ้ าตาลกลูโคสเท่ากบั 250 กรัมต่อ
ลิตร ท่ีอุณหภูมิ 30o ซ ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.0 ท าการหมกัแบบกะ 
      Lavers et al. (1980) ไดศึ้กษาการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลแบบกะโดยใชแ้บคทีเรีย Z. mobilis ATCC 29191 
และเช้ือยสีต ์ S. cerevisiae ATCC 4126 พบวา่อตัราจ าเพาะของการใชน้ ้ าตาลและอตัราจ าเพาะของการผลิตเอทา
นอลของแบคทีเรียจะสูงกวา่ยสีต ์คืออตัราจ าเพาะของการใชน้ ้ าตาลกลูโคสของแบคทีเรียจะมีค่าเท่ากบั 10.5 กรัม
กลูโคสต่อกรัมมวลเซลลต่์อชัว่โมง ในขณะท่ียสีตจ์ะมีค่าเท่ากบั 1.7 กรัมกลูโคสต่อกรัมมวลเซลลต่์อชัว่โมง และ
อตัราจ าเพาะของการผลิตเอทานอลของแบคทีเรียเท่ากบั 5.67 กรัมเอทานอลต่อกรัมมวลเซลลต่์อชัว่โมง ส่วนยสีต์
จะมีค่าเท่ากบั 0.67 กรัมเอทานอลต่อกรัมมวลเซลลต่์อชัว่โมง นอกจากน้ียงัพบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis ATCC 
29191 สามารถท่ีจะใชน้ ้าตาลกลโูคส ฟรุคโตสได ้แต่จะไม่สามารถใชน้ ้าตาลมอลโตสและแลคโตสได ้
      Viikari et al. (1980) ไดศึ้กษาการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลจากสารละลายน ้าตาลท่ีไดจ้ากการยอ่ยวสัดุจ าพวก
เซลลูโลสดว้ยเอนไซมเ์ซลลูเลส ท่ีเตรียมข้ึนจากเช้ือรา Trichoderma reesei ท าการเติมกลา้เช้ือยสีตแ์ละแบคทีเรีย
จ านวน 8 สายพนัธ์ุ ท าการหมกัท่ีอุณหภูมิ 30o ซ พบวา่แบคทีเรีย Zymomonas ทั้ง 8 สายพนัธ์ุสามารถท่ีจะผลิตเอ
ทานอลไดจ้ากสารละลายน ้าตาลไดเ้ท่ากบัหรือสูงกวา่เช้ือยสีต ์ แต่เม่ือเพ่ิมอุณหภูมิข้ึนสูงถึง 40o ซ พบวา่ความ
เขม้ขน้ของเอทานอลท่ีผลิตไดจ้ะมีค่าลดลงประมาณร้อยละ 50-60 (โดยน ้าหนกัต่อปริมาตร) 
      Skotnicki et al. (1981) ไดศึ้กษาเปรียบเทียบการผลิตเอทานอลโดยใชแ้บคทีเรีย Zymomonas จ านวน 11 สาย
พนัธ์ุ ท าการหมกัแบบกะ ท่ีอุณหภูมิ 30o ซ พบวา่เม่ือใชน้ ้ าตาลกลูโคสหรือซูโครสเร่ิมตน้เท่ากบั 100 กรัมต่อลิตร 
แบคทีเรีย Z. mobilis CP4 สามารถท่ีจะผลิตเอทานอลไดสู้งท่ีสุดคือ 33.7 และ 25 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั โดยใช้
ระยะเวลาในการหมกันาน 20 ชัว่โมง เม่ือเพ่ิมความเขม้ขน้ของน ้าตาลกลูโคสหรือซูโครสเป็น 200 กรัมต่อลิตร 
พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis CP4 ยงัคงท่ีจะผลิตเอทานอลไดสู้งกวา่สายพนัธ์ุอ่ืน ๆ คือ 2.00 และ 1.21 กรัมต่อลิตร
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ต่อชัว่โมง ตามล าดบั และเม่ือท าการศึกษาถึงผลของอุณหภูมิต่อการผลิตเอทานอล พบวา่เม่ือท าการหมกัท่ี
อุณหภูมิ 30o ซ ท่ีความเขม้ขน้ของน ้าตาลกลูโคสหรือซูโครสเท่ากบั 200 กรัมต่อลิตร แบคทีเรีย Z. mobilis CP4 
สามารถท่ีจะผลิตเอทานอลไดสู้งท่ีสุดคือ 81 และ 56 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั ดงันั้นอุณหภูมิท่ีเหมาะสมท่ีสุด
ส าหรับการผลิตเอทานอลคือ 30o ซ  นอกจากน้ียงัพบวา่ประสิทธิภาพของการหมกัเอทานอลจะลดลง เม่ืออุณหภูมิ
ของการหมกัมีค่าเพ่ิมสูงข้ึนเกินกวา่ 30o ซ  
 
ตำรำงที่ 2  เปรียบเทียบการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis และ S. uvarum 
 

ค่าพารามิเตอร์จลนพลศาสตร์ Z. mobilis S. uvarum 
อตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะ (ต่อชัว่โมง) 
อตัราจ าเพาะของการใชน้ ้าตาลกลโูคส 
  (กรัมน ้าตาลกลโูคสต่อกรัมมวลเซลลต่์อชัว่โมง) 
อตัราจ าเพาะของการผลิตเอทานอล 
  (กรัมเอทานอลต่อกรัมมวลเซลลต่์อชัว่โมง) 
ผลไดข้องมวลเซลล ์
  (กรัมมวลเซลลต่์อกรัมน ้าตาลกลโูคสท่ีถกูใชไ้ป) 
ผลไดข้องเอทานอล 
  (กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้าตาลกลโูคสท่ีถกูใชไ้ป) 
ผลไดข้องเอทานอลสัมพทัธ์ 
ความเขม้ขน้สูงสุดของของเอทานอล 
  (กรัมต่อลิตร) 

0.13 
5.5 

 
2.5 

 
0.019 

 
0.47 

 
92.5 
102.0 

0.055 
2.1 

 
0.87 

 
0.033 

 
0.44 

 
86.0 

108.0 
 

                                                                                                          (Rogers et al., 1980) 
 
  



16 
 

     Ohta et al. (1981) ไดศึ้กษาผลของสภาวะแวดลอ้มท่ีมีต่อการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอลโดยใชแ้บคทีเรีย   Z. 
mobilis พบวา่อุณหภูมิท่ีเหมาะสมมากท่ีสุดส าหรับการหมกัของแบคทีเรีย Z. mobilis คือ 30o ซ และค่าความเป็น
กรด-ด่าง (pH) ท่ีเหมาะสมของอาหารเล้ียงเช้ือคือ 7.0 เม่ือท าการหมกัแบบท่ีมีการเติมน ้าตาลกลูโคสในระหวา่ง
การหมกั พบวา่กระบวนการหมกัจะเกิดข้ึนอยา่งรวดเร็วเม่ือใชน้ ้ าตาลกลูโคสเร่ิมตน้เท่ากบัร้อยละ 5 (โดยน ้าหนกั
ต่อปริมาตร) โดยจะผลิตเอทานอลไดร้้อยละ 15.8 (โดยปริมาตร) แต่เม่ือความเขม้ขน้ของน ้าตาลกลูโคสเร่ิมตน้
เพ่ิมสูงข้ึน พบวา่ผลของการหมกัจะเกิดข้ึนชา้และเอทานอลท่ีผลิตไดจ้ะมีค่าลดลง ถา้ท าการหมกัโดยใหน้ ้ าตาล
กลโูคสเร่ิมตน้ในอาหารเล้ียงเช้ือเท่ากบัร้อยละ 30 (โดยน ้าหนกัต่อปริมาตร) โดยท่ีไม่มีการเติมกลูโคสในระหวา่ง
การหมกั พบวา่จะไดเ้อทานอลเท่ากบัร้อยละ 12.2 (โดยปริมาตร) ในทางตรงกนัขา้มการเพ่ิมน ้าตาลใหก้บัน ้าตาล
กลูโคสเร่ิมตน้ในอาหารเล้ียงเช้ือจะท าใหไ้ดผ้ลผลิตของเอทานอลเพ่ิมสูงข้ึน ซ่ึงการเพ่ิมข้ึนของน ้าตาลกลูโคสใน
ระหวา่งการหมกัจะเป็นแบบ semianaerobic ซ่ึงจะใหผ้ลผลิตเอทานอลต ่ากวา่สภาวะท่ีเป็น strict anaerobiosis 
      Viikari (1984) ไดร้ายงานวา่การหมกัน ้าตาลซูโครสโดยแบคทีเรีย Z. mobilis จะใหผ้ลผลิตเอทานอลต ่ากวา่
การหมกัน ้ าตาลกลูโคส หรือฟรุคโตส ทั้งน้ีเน่ืองจากการหมกัน ้ าตาลซูโครสจะให้สารลีแวนและซอร์บิทอล
เกิดข้ึน  
      Bringer et al. (1984) ไดศึ้กษาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดยใชแ้บคทีเรีย     Z. 
mobilis ATCC 29191 ท าการหมกัแบบต่อเน่ืองในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ ขนาด 2 ลิตร ท่ีอุณหภูมิ 30o ซ ค่าความเป็น
กรด-ด่าง (pH) คงท่ี 5.0 อตัราเจือจาง 0.08 ต่อชัว่โมง โดยเปรียบเทียบการหมกัในสภาวะท่ีไร้ออกซิเจนซ่ึงใช้
น ้าตาลกลโูคสเร่ิมตน้ 3 ระดบัคือ 11.1 100.2 และ 140.5 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั ส่วนในสภาวะท่ีมีออกซิเจน (ร้อย
ละ 10 ของ air saturation) ใชน้ ้ าตาลกลูโคสเร่ิมตน้ 3 ระดบัคือ 10.4 100.2 และ 144.3 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั 
พบวา่การหมกัในสภาวะไร้ออกซิเจนจะผลิตเอทานอลเท่ากบั 5.4 47.8 และ 63.4 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั และใน
สภาวะท่ีมีออกซิเจนจะมีค่าเท่ากบั 4.4 18.9 และ 20.1 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั นอกจากน้ียงัพบวา่การหมกัใน
สภาวะท่ีมีออกซิเจนจะมีการสะสมของอะเซตลัดีไฮด์เพ่ิมสูงข้ึนตามความเขม้ขน้ของน ้ าตาลกลูโคสท่ีเพ่ิมข้ึน 
ซ่ึงอะเซตลัดีไฮดจ์ะเป็นพิษต่อแบคทีเรียและท าให้แบคทีเรียไม่สามารถใชน้ ้ าตาลกลูโคสได ้ ส าหรับการหมกัใน
สภาวะท่ีไร้ออกซิเจน พบวา่การเจริญเติบโตของแบคทีเรียจะถูกยบัย ั้งโดยความเขม้ขน้ของเอทานอลเป็นส าคญั 
อยา่งไรกต็ามแบคทีเรีย Z. mobilis ATCC 29191 จะเจริญเติบโตไดดี้กวา่เม่ือเพาะเล้ียงเช้ือในสภาวะไร้ออกซิเจน 
      เม่ือท าการขยายขนาดการหมกัในสภาวะไร้ออกซิเจนในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ ขนาด 7 ลิตร ท่ีมีอาหารเล้ียงเช้ือ
ปริมาตร 5 ลิตรโดยใชน้ ้ าตาลกลูโคสเร่ิมตน้เท่ากบั 140.5 กรัมต่อลิตร ท าการหมกัดว้ยอตัราการเจือจางเท่ากบั 
0.07 ต่อชัว่โมง เป็นเวลา 39 วนั โดยควบคุมระดบัความเขม้ขน้ของน ้าตาลกลูโคสใหมี้ค่าเท่ากบั 0.1 กรัมต่อลิตร 
พบวา่ความเขม้ขน้ของเอทานอลท่ีผลิตไดจ้ะมีค่าสูงไม่เกินกวา่ 64 กรัมต่อลิตร ซ่ึงความเขม้ขน้ของเอทานอลจะ
เพ่ิมสูงข้ึนในช่วงระหวา่งชัว่โมงท่ี 20 ถึงชัว่โมงท่ี 100 ของการหมกั ซ่ึงหลงัจากนั้นพบวา่การเปล่ียนน ้าตาล
กลูโคสจะเกิดข้ึนอยา่งไม่สมบูรณ์ ซ่ึงท าใหเ้กิดการยบัย ั้งแบคทีเรียในการผลิตเอทานอลตลอดระยะเวลาการหมกั
นาน 39 วนั นอกจากน้ียงัไดมี้การศึกษาความเป็นไปไดข้องการหมกัเอทานอลจากสารละลายน ้าตาลท่ีไดจ้ากการ
ยอ่ยแป้งท่ีเหลือจากกระบวนการผลิตแป้งสาลี (B starch) ซ่ึงมีอยูป่ระมาณร้อยละ 12-13 ของแป้งสาลีท่ีผลิตได ้ซ่ึง
องคป์ระกอบของ B starch ไดแ้สดงไวใ้นตารางท่ี 3 ท าการศึกษาการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอลจากสารละลายน ้าตาล
ท่ีไดจ้ากการยอ่ย B starch ดว้ยเอนไซมอ์ะไมโลกลูโคซิเดส ซ่ึงมีน ้ าตาลกลูโคสเร่ิมตน้ประมาณ 140 กรัมต่อลิตร 
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โดยท่ีสารละลายน ้ าตาลไม่ตอ้งเติมแหล่งของเกลือแร่หรือสารอาหารอินทรีย ์ ท าการน่ึงฆ่าเช้ือก่อนท่ีจะเติมกลา้
เช้ือเร่ิมตน้เท่ากบั 100 มิลลิลิตรท่ีผา่นการลา้งเอาเฉพาะเซลลด์ว้ย NaCl ร้อยละ 0.9 (โดยน ้าหนกัต่อปริมาตร) ท า
การหมกัแบบกะ ท่ีอุณหภูมิ 30o ซ พบวา่การหมกัจะเกิดข้ึนไดอ้ยา่งสมบูรณ์ภายในเวลา 22 ชัว่โมง ซ่ึงเอทานอลท่ี
ผลิตไดจ้ะมีความเขม้ขน้ประมาณ 80 กรัมต่อลิตร นอกจากน้ียงัพบวา่น ้าตาลรีดิวซ์ท่ีเหลือจากการหมกัส่วนใหญ่
จะเป็นน ้าตาลเพนโตส ซ่ึงแบคทีเรีย Z. mobilis ไม่สามารถยอ่ยได ้ นอกจากน้ียงัไดมี้การศึกษาเปรียบเทียบสูตร
อาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีการเติมเกลือแร่และไม่เติมเกลือแร่ รวมทั้งกรดแพนโทเทนิค (pantothenic acid) พบว่า
แบคทีเรีย Z. mobilis จะมีการเจริญเติบโตไดดี้ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมทั้งเกลือแร่และกรดแพนโทเทนิค ซ่ึงดีกวา่
อาหารเล้ียงเช้ือท่ีไม่เติมทั้งเกลือแร่และกรดแพนโทเทนิค  
       นอกจากน้ียงัพบวา่การท าใหแ้ป้งเกิดแซคคาริฟิเคชัน่ดว้ยเอนไซมจ์ะถูกจ ากดั ทั้งน้ีเพราะเอนไซมอ์ะไมโลกลู
โคซิเดส จะท างานไดดี้ท่ีอุณหภูมิ 60o ซ แต่สภาวะของการหมกัจะควบคุมไวท่ี้ 30o ซ ซ่ึง Lee et al. (1983 อา้งถึง
ใน Bringer et al., 1984) ไดศึ้กษาการท าให้ลิเคอแฟคชัน่ของแป้งมนัฝร่ังเกิดแซคคาริฟิเคชัน่ส าหรับใชใ้น
กระบวนการหมกั พบวา่ถา้เพ่ิมอุณหภูมิของการหมกัเป็น 35o ซ จะตอ้งใชเ้อนไซมเ์พ่ิมข้ึนถึง 3.5 เท่าของเอนไซม์
ท่ีใชท่ี้อุณหภูมิ 30o ซ  
 
ตำรำงที่ 3  องคป์ระกอบของ B starch ท่ีเหลือจากกระบวนการผลิตแป้งสาลี 
 

องคป์ระกอบ จ านวนเป็นกรัมต่อ 100 กรัมของสารละลาย B starch suspension 
Total dry substance 

Starch 
Protein 
Lipids 

Pentose 

134-150 
96-120 

9-13 
2-3 
5-7 

                                                                                                         (Bringer et al., 1984) 
 
      Bringer et al. (1984) ไดศึ้กษาเพ่ิมเติมโดยท าการยอ่ยแป้งใน  B starch  ใหเ้กิดข้ึนอยา่งสมบูรณ์ดว้ยการยอ่ย
ดว้ยเอนไซมแ์อลฟา-อะไมเลส ร่วมกบัเอนไซมอ์ะไมโลกลูโคซิเดส และเติมเกลือแร่ (หน่วยเป็นกรัมต่อ 100 
มิลลิลิตรของสารละลายน ้าตาล) ไดแ้ก่ MgSO4 0.2 MgCl2 0.2 (NH4)2H2PO4 0.1 และเติมกรดแพนโทเทนิค 5 
มิลลิกรัมต่อลิตร ท าการหมกัโดยแปรผนัความเขม้ขน้ของน ้าตาลกลูโคสเร่ิมตน้เป็น 5 ระดบัคือ 140 163 174 178 
และ 190 กรัมต่อลิตร ท าการหมกัแบบกะ โดยใชป้ริมาตรของอาหารเล้ียงเช้ือจ านวน 200 ลิตร พบวา่ผลไดข้องเอ
ทานอลท่ีไดจ้ะมีค่าอยูร่ะหวา่ง 0.45-0.49 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้ าตาลกลูโคสท่ีถูกใชไ้ป เม่ือความเขม้ขน้ของ
น ้าตาลกลโูคสเพ่ิมสูงข้ึนจาก 140 ถึง 190 กรัมต่อลิตร พบวา่อตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะของแบคทีเรีย Z. mobilis 
จะมีค่าลดลงร้อยละ 75 อยา่งไรกต็าม พบวา่การเจริญเติบโตของแบคทีเรีย Z. mobilis ในช่วงระยะพกัตวัจะมีผล
ต่ออตัราผลผลิตของเอทานอล (overall productivity) ดงันั้นควรจะใหมี้ช่วงระยะพกัตวัสั้นท่ีสุด หรือท าการหมกั
แบบต่อเน่ือง ซ่ึงการศึกษาการหมกัแบบต่อเน่ืองในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ ขนาด 5 ลิตร และ 15 ลิตร พบวา่สารละลาย



18 
 

น ้าตาลท่ีไม่เติมเกลือแร่ แต่เติมเฉพาะกรดแพนโทเทนิคอยา่งเดียว แบคทีเรียสามารถท่ีจะเปล่ียนน ้ าตาลกลูโคส
เป็นเอทานอลไดถึ้งร้อยละ 99 โดยใชอ้ตัราการเจือจางในช่วง 0.06-0.08 ต่อชัว่โมง ซ่ึงจะผลิตเอทานอลได้
ประมาณ 3.6-4.5 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง นอกจากน้ียงัพบวา่สารละลายน ้าตาลท่ีไดมี้สารอาหารท่ีเป็นสารอินทรีย์
มากเพียงพอท่ีจะสามารถทดแทนการใช ้yeast extract ได ้นอกจากน้ียงัไม่พบวา่มีสารใด ๆ ในสารละลายน ้าตาลท่ี
จะสามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย Z. mobilis  
      Baratti et al. (1986) ไดศึ้กษาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดยใชแ้บคทีเรีย     Z. 
mobilis ZM4F JM1 ในอาหารเล้ียงเช้ือสูตร fermentation media ท่ีประกอบดว้ย (หน่วยเป็นกรัมต่อลิตร) น ้าตาล
กลูโคส 100  (NH4)2 SO4 1 KH2PO4 2 MgSO4.7 H2O 0.5 และเติมเฉพาะ yeast extract 5 กรัมต่อลิตร (อาหารเล้ียง
เช้ือสูตรอุดม) หรือ แคลเซียมแพนโทเทเนต 5 มิลลิลิตรต่อลิตร (อาหารเล้ียงเช้ือสูตร ปรับต ่า) ส าหรับอาหารเล้ียง
เช้ือท่ีมีน ้ าตาลกลูโคส 100 กรัมต่อลิตร และเติมเฉพาะ yeast extract 5 กรัมต่อลิตร ท าการหมกัแบบอยา่งต่อเน่ือง
โดยใชแ้บคทีเรีย Z. mobilis ZM4F JM1 เม่ือแปรผนัอตัราการเจือจางตั้งแต่ D เท่ากบั 0.1 ต่อชัว่โมง จนกระทัง่ถึง 
D เท่ากบั 2.0 ต่อชัว่โมง พบวา่มวลเซลลจ์ะมีความเขม้ขน้สูงท่ีสุดในช่วง 15-20 กรัมต่อลิตร และเอทานอลจะมีค่า
มากกวา่ 40 กรัมต่อลิตร แต่จะมีค่าลดลงเม่ือค่า D เท่ากบั 1.5 ต่อชัว่โมง โดยมีผลไดข้องเอทานอลมากถึง 0.45 
กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้าตาลกลูโคสท่ีถูกใชไ้ป นอกจากน้ียงัพบวา่อตัราผลผลิตของเอทานอลสูงท่ีสุดเท่ากบั 72 
กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง เม่ือท าการเพาะเล้ียงแบคทีเรีย Z. mobilis ZM4F JM1 ในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรเดิมท่ีเติม
เฉพาะแคลเซียมแพนโทเทเนตแทน yeast extract พบวา่มวลเซลลมี์ความเขม้ขน้ในช่วง 20-25 กรัมต่อลิตร และเอ
ทานอลท่ีผลิตไดจ้ะมีความเขม้ขน้มากกวา่ 40 กรัมต่อลิตร จนกระทัง่ถึงค่า D เท่ากบั 1.8 ต่อชัว่โมง โดยมีค่าอตัรา
ผลผลิตของเอทานอลสูงท่ีสุดเท่ากบั 75 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง และผลไดข้องเอทานอลอยูใ่นช่วง 0.48-0.50 กรัม
เอทานอลต่อกรัมน ้าตาลกลโูคสท่ีถกูใชไ้ป เม่ือเปรียบเทียบผลของการหมกัเอทานอลท่ีไดจ้ากอาหารเล้ียงเช้ือทั้ง 2 
สูตร พบวา่การเติมแคลเซียมแพนโทเทเนตจะใหผ้ลในการผลิตเอทานอลสูงกวา่การเติม yeast extract ดงันั้นจึงไม่
มีความจ าเป็นท่ีจะตอ้งเติม yeast extract นอกจากน้ียงัพบวา่การใชแ้คลเซียมแพนโทเทเนตแทน yeast extract จะ
สามารถลดตน้ทุนการผลิตเอทานอลลงไดม้ากถึง 100 เท่า 
      Kolios et al. (1989) ไดศึ้กษาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดยใชแ้บคทีเรีย    Z. 
mobilis ATCC 10988 Z. mobilis CP4 และ Z. mobilis NCIB 11163 ในการหมกัน ้าผลไม ้ และน ้าสกดัจากบีท 
(sugar beet) พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 3 สายพนัธ์ุสามารถเจริญเติบโต และผลิตเอทานอลไดจ้ากน ้าผลไม ้ซ่ึง
ไดแ้ก่ แอปเปิล ส้ม ลูกทอ้ แตงโม และจากบีท โดยไม่ตอ้งเติมสารอาหารใด ๆ อยา่งไรกต็าม พบวา่น ้าแตงโมเป็น
สารตั้งตน้ท่ีดีส าหรับการเจริญเติบโตและการผลิตเอทานอลของแบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 3 สายพนัธ์ุ โดยท่ี
แบคทีเรีย Z. mobilis CP4 สามารถเจริญเติบโตไดดี้ท่ีสุดในน ้ าสกดัทุกชนิด ส่วนแบคทีเรีย Z. mobilis NCIB 
11163 จะไม่สามารถเจริญเติบโตไดใ้นน ้าสกดัจากบีท ในขณะท่ีแบคทีเรีย Z. mobilis ATCC 10988 จะสามารถ
เจริญเติบโตและผลิตเอทานอลไดดี้ท่ีสุด โดยท่ีผลไดข้องเอทานอลจะมีค่าสูงท่ีสุดเม่ือท าการหมกัในน ้าแอปเปิล 
ส้ม และแตงโม นอกจากน้ียงัพบวา่มีผลพลอยไดเ้กิดข้ึน เช่น ไอโซเพนทานอล (isopentanol) กรดอะเซติก 
และฮีสทิดีนเกิดข้ึนเพียงเลก็นอ้ย รวมทั้งยงัพบวา่มีสาร ฟอร์มลัดีไฮด์ เมทานอล ฟีนอล และแอลกอฮอลท่ี์มี
โมเลกลุสูงอ่ืน ๆ (higher alcohol) แต่จะไม่พบก๊าซไฮโดรเจนซลัไฟดเ์กิดข้ึน 
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      Kamini, Gunasekaran (1989) ไดศึ้กษาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอลจากน ้าตาลแลค
โตสโดยการหมกัจุลินทรียแ์บบร่วมกนั (coculture) ระหวา่งเช้ือยสีต ์ Kluyveromyces fragilis กบัแบคทีเรีย Z. 
mobilis ในอาหารเล้ียงเช้ือสูตร complete medium ท าการหมกัแบบกะ โดยแปรผนัความเขม้ขน้ของน ้าตาลแลค
โตสเป็น 4 ระดบัคือ 100 150 200 และ 250 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั และใชป้ริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้เท่ากบัร้อยละ 10 
(โดยปริมาตร) โดยท่ีเช้ือยสีต ์K. fragilis NRRL 665 ไดผ้า่นการเพาะเล้ียงเพ่ือปรับสภาพเซลลใ์นอาหารเล้ียงเช้ือท่ี
เติมกลูโคสหรือแลคโตสและอยูใ่นช่วงท่ีมีการเจริญแบบทวีคูณ (log phase) พบวา่ผลไดข้องเอทานอลและผลได้
ของมวลเซลลจ์ะมีค่าลดลงเม่ือความเขม้ขน้ของน ้าตาลแลคโตสเพ่ิมข้ึนจาก 100 ถึง 250 กรัมต่อลิตร อยา่งไรกต็าม
พบวา่เม่ือความเขม้ขน้ของน ้ าตาลแลคโตสเพ่ิมข้ึนจาก 200 ถึง 250 กรัมต่อลิตร จะไดเ้อทานอลมีความเขม้ขน้
ระหวา่ง 48.83-52.98 กรัมต่อลิตร และเม่ือท าการหมกัต่อไปอีกเป็นเวลา 48 ชัว่โมง พบวา่จะไดเ้อทานอลมีความ
เขม้ขน้มากข้ึนในระหวา่ง 53.51-55.06 กรัมต่อลิตร เม่ือท าการหมกัร่วมกบัแบคทีเรีย Z. mobilis NRRL 4286 และ
แบคทีเรีย Z. mobilis NRRL B1960 ท่ีผา่นการเพาะเล้ียงเพ่ือปรับสภาพเซลลเ์ช่นเดียวกบัเช้ือยสีต ์ K. fragilis 
NRRL 665 พบวา่เม่ือใชน้ ้ าตาลแลคโตสเร่ิมตน้เท่ากบั 250 กรัมต่อลิตร เช้ือยสีต ์K. fragilis NRRL 665 สามารถท่ี
จะผลิตเอทานอลไดสู้งถึง 61.3 กรัมต่อลิตร เม่ือหมกัร่วมกนักบัแบคทีเรีย Z. mobilis NRRL 4286 ซ่ึงมีค่าสูง
มากกวา่เม่ือหมกักบัแบคทีเรีย Z. mobilis NRRL B1960 (58.0 กรัมต่อลิตร) จากการศึกษาพบวา่การผลิตเอทานอล
จะเพ่ิมสูงมากข้ึนเม่ือท าการหมกัแบบร่วมกนั ทั้งน้ีเพราะแบคทีเรีย Z. mobilis สามารถท่ีจะใชน้ ้ าตาลกลูโคสท่ี
เกิดข้ึนจากการยอ่ยสลายของน ้าตาลแลคโตสไดเ้ร็วกวา่เช้ือยสีต ์ K. fragilis NRRL 665 แต่ในขณะเดียวกนัเช้ือ
ยสีต ์K. fragilis NRRL 665 สามารถท่ีจะใชน้ ้ าตาลกาแลคโตสไดอ้ยา่งรวดเร็วเช่นกนั อยา่งไรกต็ามประสิทธิภาพ
ในการเปล่ียนน ้ าตาลกลูโคสเป็นเอทานอลของแบคทีเรีย Z.mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุจะมีค่าสูงกวา่เช้ือยีสต ์ K. 
fragilis NRRL 665  
      Doelle et al. (1989) ไดศึ้กษาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลจากแป้งขา้วโพด โดยการ
เติมกลา้แบคทีเรีย Z. mobilis UQM 2716 แบบต่อเน่ืองกนั (cascade) โดยท่ี wet-mill corn ผา่นการยอ่ยดว้ย
เอนไซมก์ลูโคอะไมเลส ซ่ึงจะไดส้ารละลายน ้าตาลท่ีมีน ้ าตาลกลูโคสอยูป่ระมาณร้อยละ 15-18 (โดยน ้าหนกัต่อ
ปริมาตร) และใชน้ ้ าแช่ขา้วโพด (corn steep water) เป็นแหล่งอาหารเสริมร้อยละ 25 (โดยปริมาตร) ท าการหมกั
โดยแปรผนัความเขม้ขน้ของน ้าตาลกลูโคสเป็น 4 ระดบัคือ 150 160 170 และ 180 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั ท่ีค่า
ความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 4.5 ท่ีระดบัอุณหภูมิ 32o ซ ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ ขนาด 10 ลิตร พบวา่
ประสิทธิภาพในการเปล่ียนน ้าตาลกลูโคสเป็นเอทานอลจะอยูใ่นช่วงร้อยละ 95-99 ซ่ึงคิดเป็นความเขม้ขน้ของเอ
ทานอลในช่วงระหวา่งร้อยละ 9.3-11.18 (โดยปริมาตร) โดยใชร้ะยะเวลาของการหมกั 24 ชัว่โมง จากการทดลอง
ไม่พบปัญหาเก่ียวกบัการยบัย ั้งเน่ืองจากความเขม้ขน้ของน ้าตาลกลูโคสเร่ิมตน้ท่ีมีค่ามากถึง 180 กรัมต่อลิตร หรือ
ร้อยละ 18 (โดยน ้ าหนกัต่อปริมาตร) เม่ือท าการทดลองโดยการใช้ dry-mill corn ท่ีผา่นการยอ่ยดว้ยเอนไซม์
เช่นเดียวกบั wet-mill corn พบวา่ผลการทดลองท่ีไดจ้ะมีลกัษณะแบบเดียวกนั ส าหรับปัญหาในการใชแ้ป้ง
ขา้วโพดทั้ง 2 ชนิดน้ี คือการท าใหเ้กิดลิเคอแฟคชัน่ จะมีประสิทธิภาพค่อนขา้งต ่า เม่ือท าการศึกษาหารูปแบบของ
การใชก้ลา้เช้ือเร่ิมตน้ โดยท่ีใช ้corn meal starch เขม้ขน้ 200 กรัมต่อลิตร ท่ีผา่นการยอ่ยดว้ยเอนไซมอ์ะไมเลส ท่ี
อุณหภูมิระหวา่ง 90-95o ซ เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ท าการทดลองเป็น 2 ชุด โดยแปรผนัความเขม้ขน้ของน ้าตาล
กลูโคสในระดบัต่าง ๆ กนั และปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เป็น 5.6 จากนั้นเติมกลา้เช้ือเร่ิมตน้ 2 แบบ
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คือชุดท่ี 1 เติมดว้ยมวลเซลลเ์ขม้ขน้ขนาด 3 มิลลิลิตรต่อลิตร และชุดท่ี 2 เติมในรูปของเหลวปริมาณร้อยละ 15 ท า
การหมกัท่ีอุณหภูมิ 32oซ  พบวา่การเติมกลา้เช้ือเร่ิมตน้ทั้ง 2 แบบจะมีประสิทธิภาพในการผลิตเอทานอลได้
ใกลเ้คียงกนั หรือมีค่าสมมูลของกลา้เช้ือเร่ิมตน้เท่ากนัคือ 0.5 กรัมต่อลิตร (โดยมวลน ้ าหนกัแห้ง) และเม่ือ
ท าการศึกษาการหมกัเอทานอลในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพท่ีมีขนาด 4,450 ลิตร จ านวน 24 ถงัต่อเน่ืองกนั โดยใชว้ิธีการ
เติมเช้ืออยา่งต่อเน่ืองกนั ปริมาณร้อยละ 10-20 (โดยปริมาตร) จากถงัท่ี 1 จนกระทัง่ถึงถงัท่ี 24 พบวา่ประสิทธิภาพ
ในการหมกัเอทานอลของแต่ละถงัมีค่าใกลเ้คียงกนั และเม่ือขยายขนาดของการหมกัในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 
64,723 ลิตร และใชว้ธีิการเติมกลา้เช้ือแบบเดิมพบวา่ประสิทธิภาพในการเปล่ียนน ้าตาลกลูโคสเป็นเอทานอลจะมี
ค่าระหวา่งร้อยละ 94-97 ของน ้าตาลกลโูคสเร่ิมตน้  
      Millichip, Doelle (1989) ไดศึ้กษาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดยใชแ้บคทีเรีย  Z. 
mobilis UQM 2716 จาก dry-mill milo ท่ีผา่นการยอ่ยดว้ยเอนไซมอ์ะไมเลส ท่ีอุณหภูมิ 90-95o ซ เป็นเวลานาน 1 
ชัว่โมง และปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้ใหมี้ค่าระหวา่ง 6.5-7.0 ดว้ย   Ca(OH)2 เจือจางแป้งเหลวท่ีผา่น
การยอ่ยดว้ยเอนไซมด์ว้ย backset (thin stillage) และน ้าท่ีไดจ้ากกระบวนการผลิตใหมี้องคป์ระกอบท่ีเป็นของแขง็
ในระหวา่งร้อยละ 18-24 (โดยปริมาตร) หรือใช ้backset เพียงอยา่งเดียวประมาณร้อยละ 30 ของปริมาณแป้งเหลว
ทั้งหมด จากนั้นน าไปผา่นเคร่ืองแลกเปล่ียนความร้อน ก่อนท่ีจะน าไปใชใ้นการหมกัโดยแบคทีเรีย Z. mobilis 
UQM 2716 ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ ขนาด 13,247.50 ลิตร และ 586,000 ลิตร โดยใชป้ริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้ระหวา่ง
ปริมาณร้อยละ 10-20 (โดยปริมาตร) ท่ีอุณหภูมิระหวา่ง 30-37o ซ พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis UQM 2716 สามารถ
ท่ีจะผลิตเอทานอลไดม้ากถึงร้อยละ 0.3 ต่อชัว่โมง และไดเ้อทานอลท่ีมีความเขม้ขน้เท่ากบัร้อยละ 13 (โดย
ปริมาตร) ซ่ึงใชเ้วลาในการหมกันอ้ยกวา่ 50 ชัว่โมง 
      Doelle, Doelle (1990) ไดศึ้กษาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลจากกากน ้ าตาลออ้ย 
(sugar cane molasses) โดยใชแ้บคทีเรีย Z. mobilis UQM 2716 พบวา่การหมกักากน ้าตาลท่ีมีความเขม้ขน้ 250 
กรัมต่อลิตร (เจือจางใหมี้ค่าเท่ากบั 1 ต่อ 3) ของกากน ้าตาลท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าตาลทั้งหมดร้อยละ 35-42 (โดย
น ้าหนกัต่อปริมาตร) สามารถท่ีจะหมกัน ้าตาลหมดภายใน 24 ชัว่โมง ทั้ง ๆ ท่ีมีเกลือค่อนขา้งสูง ส่วนการหมกั
กากน ้าตาลท่ีมีความเขม้ขน้ 300 กรัมต่อลิตร ท่ีไดจ้ากกากน ้าตาลท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าตาลทั้งหมดร้อยละ 48-50 
(โดยน ้ าหนกัต่อปริมาตร) พบวา่จะมีการสะสมของน ้ าตาลฟรุคโตส และเม่ือท าการทดลองโดยการเติมน ้ าตาล
ซูโครสลงในกากน ้าตาลเพ่ือใหมี้น ้าตาลซูโครสเขม้ขน้เท่ากบัร้อยละ 15 (โดยน ้าหนกัต่อปริมาตร) พบวา่จะไดเ้อ
ทานอลเกิดข้ึนร้อยละ 10 (โดยปริมาตร) ซ่ึงประสิทธิภาพในการเปล่ียนน ้าตาลซูโครสเป็นเอทานอลจะมีค่าสูงถึง
ร้อยละ 96 ของน ้าตาลซูโครสเร่ิมตน้ นอกจากน้ีจากการทดลองยงัพบวา่มีซอร์บิทอลเกิดข้ึนเพียงเลก็นอ้ย แต่จะมี
ความเขม้ขน้เพ่ิมเป็น 10 เท่าเม่ือเติมเอนไซมอิ์นเวอร์เทสในกากน ้าตาล 
       Park, Baratti (1991) ไดศึ้กษาเปรียบเทียบการผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis SBE 15 ซ่ึงเป็นสาย
พนัธ์ุกลายท่ีทนต่อแรงดนัออสโมซิส โดยใชน้ ้ าตาลบีท 4 ชนิดจากโรงงานผลิตน ้ าตาล ซ่ึงไดแ้ก่ syrup (s) 
crystallizer effluent 1 (ce1) crystallizer effluent 2 (ce2) และ molasses (m) ซ่ึงน ้ าตาลซูโครสในแหล่งน ้าตาลบีท
ทั้ง 4 ชนิดผา่นการยอ่ยดว้ยเอนไซมอิ์นูไลเนส เพ่ือป้องกนัการสร้างสารลีแวนข้ึนในระหวา่งการหมกั ส าหรับการ
ทดลองเพ่ือหาแหล่งสารอาหารเสริมของน ้าตาลบีททั้ง 4 ชนิด พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis SBE 15 สามารถ
เจริญเติบโตและผลิตเอทานอลไดจ้ากแหล่งน ้าตาล ce2 และ m ท่ีเติมเฉพาะ MgSO4.7H2O หรือแหล่งน ้าตาล s 
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และ ce1 ท่ีเติมเฉพาะ (NH4)2SO4 ซ่ึงสามารถหลีกเล่ียงการใช ้ yeast extract ได ้นอกจากน้ียงัพบวา่การหมกัเอทา
นอลจากแหล่งน ้าตาลบีททั้ง 4 ชนิดท่ีมีน ้ าตาลเขม้ขน้ร้อยละ 20 (โดยน ้าหนกัต่อปริมาตร) แบคทีเรีย Z. mobilis 
SBE 15 สามารถเปล่ียนน ้าตาลไดอ้ยา่งสมบูรณ์ ซ่ึงมีค่ามากกวา่ร้อยละ 94.9 ของน ้าตาลเร่ิมตน้ และแบคทีเรีย Z. 
mobilis SBE 15 มีอตัราการเจริญเติบโตท่ีดี (0.16 ต่อชัว่โมง) และผลิตเอทานอลไดม้ากกวา่ 40 กรัมต่อลิตร 
อยา่งไรกต็ามพบวา่มีซอร์บิทอลเกิดข้ึน ซ่ึงท าใหก้ารผลิตเอทธานอลมีค่าลดลงในช่วงระหวา่งร้อยละ 73-79 ของ
ค่าท่ีไดต้ามทฤษฏี การศึกษาจลนพลศาสตร์ของแบคทีเรีย Z. mobilis SBE 15 พบวา่ค่าออสโมลาลิต่ีของแหล่ง
น ้าตาลทั้ง 4 ชนิด เม่ือเรียงล าดบัจากนอ้ยไปหามากมีค่าดงัน้ี s ce1 ce2 และ m  ตามล าดบั ซ่ึงค่าออสโมลาลิต่ีจะมี
ผลยบัย ั้งการผลิตมวลเซลลข์องแบคทีเรีย Z. mobilis SBE 15 มากกวา่ แต่จะไม่มีผลในการยบัย ั้งการผลิตเอทานอล 
ซ่ึงจากการทดลองพบวา่แหล่งน ้าตาลบีททั้ง 4 ชนิดสามารถใชเ้ป็นแหล่งน ้าตาลในการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอลจาก
แบคทีเรีย Z. mobilis SBE 15 ไดเ้ม่ือเติมอาหารเสริมอยา่งเหมาะสม 
      Park, Baratti (1992) ไดศึ้กษาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอลจากกากน ้ าตาลบีท โดย
แบคทีเรีย Z. mobilis SBE 15 น ้าตาลซูโครสในกากน ้าตาลท าการยอ่ยดว้ยเอนไซมอิ์นูไลเนส เพ่ือป้องกนัการเกิด
สารลีแวน ท าการหมกัโดยใชถ้งัปฏิกรณ์ชีวภาพ 2 ถงั ท่ีมีปริมาตรน ้าหมกัเท่ากบั 98 และ 360 มิลลิลิตร ตามล าดบั 
ในถงัท่ี 1 ใชอ้าหารเล้ียงเช้ือท่ีประกอบดว้ยกากน ้าตาลท่ีผา่นการยอ่ยดว้ยเอนไซม ์ (hydrolysed molasses) ความ
เขม้ขน้ร้อยละ 20 (โดยน ้าหนกัต่อปริมาตร) หรือมีน ้าตาลเท่ากบั 98.2 กรัมต่อลิตร MgSO4.7H2O 0.5 กรัมต่อลิตร 
และ antifoam (rhodosil no. 426R) ร้อยละ 0.01 (โดยปริมาตร) ส าหรับในถงัท่ี 2 ใชอ้าหารเล้ียงเช้ือท่ีผา่นจากถงัท่ี 
1 รวมกบักากน ้ าตาลท่ีผา่นการยอ่ยแลว้ความเขม้ขน้ร้อยละ 50 (โดยน ้ าหนกัต่อปริมาตร) โดยไม่ตอ้งเติม
สารอาหารเสริมใด ๆ ซ่ึงจะไดค้วามเขม้ขน้ของน ้าตาลท่ีจะไหลเขา้สู่ถงัท่ี 2 เท่ากบั 245.5 กรัมต่อลิตร ควบคุมค่า
ความเป็นกรด-ด่าง (pH) ของการหมกัเท่ากบั 5.0 ดว้ย 5 นอร์มลั KOH และท่ีอุณหภูมิ 30o ซ  ความเร็วรอบของใบ
กวนทั้ง 2 ถงัเท่ากบั 100 รอบต่อนาที จากการทดลองพบวา่เม่ือใชเ้วลาในการเดินระบบ 18 วนั แบคทีเรีย Z. 
mobilis SBE 15 สามารถท่ีจะเปล่ียนน ้าตาลไดป้ระมาณร้อยละ 97 ของน ้ าตาลเร่ิมตน้และไดเ้อทานอลเขม้ขน้
เท่ากบั 59.9 กรัมต่อลิตร คิดเป็นผลไดข้องเอทานอลเท่ากบั 0.48 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้าตาลท่ีถูกใชไ้ป หรือคิด
เป็นอตัราผลผลิตของเอทานอลเท่ากบั 3.0 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง โดยใชอ้ตัราการเจือจางเท่ากบั 0.049 ต่อชัว่โมง  
      Tripetchkul et al. (1992) ไดศึ้กษาความเป็นไปไดข้องการใช ้ natural rubber waste มาเป็นแหล่งของ
สารอาหารเสริม ส าหรับการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลจากแบคทีเรีย Z. mobilis NRRL–B-14023 ซ่ึง natural rubber 
serum powder (NRSP) จะน ามาใชแ้ทน yeast extract จากผลการทดลอง พบวา่ทั้ง NRSP และ NRSP ท่ีผา่นการ
ยอ่ยดว้ยเอนไซม์โปรเนส (pronase) มีศกัยภาพเพียงพอท่ีจะน ามาใชแ้ทน yeast extract ได ้ ความเขม้ขน้ท่ี
เหมาะสมของ NRSP ท่ีผา่นการยอ่ย (NRSP hydrolysate) และสารไมอีกิ (mieki) ซ่ึงเป็น soybean protein 
hydrolysate พบวา่จะมีค่าเท่ากบัร้อยละ 0.3 และ 1.0 (โดยน ้าหนกัต่อปริมาตร) ตามล าดบั ซ่ึงความเขม้ขน้ดงักล่าว
น้ีจะท าให้แบคทีเรียมีการเจริญเติบโตและผลิตมวลเซลลไ์ดม้ากกกว่าท่ีความเขม้ขน้อ่ืน ๆ ส าหรับการศึกษา
จลนพลศาสตร์ของแบคทีเรีย Z. mobilis NRRL-B-14023 เม่ือเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ 3 ชนิดคือ yeast extract 
medium (ท่ีเติมน ้ าตาลกลูโคสร้อยละ 10 โดยน ้าหนกัต่อปริมาตร) NRSP-hydrolysate-mieki medium (ท่ีเติม
น ้าตาลกลูโคสร้อยละ 10 โดยน ้าหนกัต่อปริมาตร) และ NRSP-hydrolysate-mieki medium (ท่ีเติมน ้าตาลกลูโคส
ร้อยละ 10 โดยน ้าหนกัต่อปริมาตรท่ีไดจ้ากการยอ่ยแป้งสาคู) พบวา่แบคทีเรียจะเจริญเติบโตไดใ้นอาหารเล้ียงเช้ือ
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สูตร NRSP-hydrolysate-mieki medium (ท่ีเติมน ้าตาลกลูโคสร้อยละ 10 โดยน ้าหนกัต่อปริมาตร) และ NRSP-
hydrolysate-mieki medium (ท่ีเติมน ้าตาลกลูโคสร้อยละ 10 โดยน ้ าหนกัต่อปริมาตรท่ีไดจ้ากการยอ่ยแป้งสาคู) 
โดยมีค่าอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะสูงสุดเท่ากบั 0.41 และ 0.43 ต่อชัว่โมง ตามล าดบั ซ่ึงมีค่าต ่ากวา่อาหารเล้ียง
เช้ือสูตร yeast extract medium (ท่ีเติมน ้าตาลกลูโคสร้อยละ 10 โดยน ้าหนกัต่อปริมาตร) ท่ีมีค่าเท่ากบั 0.45 ต่อ
ชัว่โมง แต่อาหารเล้ียงเช้ือทั้ง 3 สูตรจะมีค่าผลไดข้องเอทานอลใกลเ้คียงกนั คือ 0.48 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้าตาล
กลูโคสท่ีถูกใชไ้ป ซ่ึงจากการศึกษาพบวา่อาหารเล้ียงเช้ือสูตร NRSP-hydrolysate-mieki medium (ท่ีเติมน ้าตาล
กลูโคสร้อยละ 10 โดยน ้าหนกัต่อปริมาตร) และ NRSP-hydrolysate-mieki medium (ท่ีเติมน ้าตาลกลูโคสร้อยละ 
10 โดยน ้าหนกัต่อปริมาตรท่ีไดจ้ากการยอ่ยแป้งสาคู) สามารถใชแ้ทนอาหารเล้ียงเช้ือสูตร yeast extract medium 
(ท่ีเติมน ้าตาลกลโูคสร้อยละ 10 โดยน ้าหนกัต่อปริมาตร) ได ้ 
      Park, Baratti (1993) ไดศึ้กษาเปรียบเทียบผลของเกลือโปแตสเซียมคลอไรด์ (KCl) ท่ีมีต่อสภาวะของการผลิต
เอทานอลของแบคทีเรีย Z. mobilis SBE 15 และแบคทีเรีย Z. mobilis ZM4 (ATCC 31821) ในอาหารเล้ียงเช้ือสูตร
อุดมท่ีเติมเกลือโปแตสเซียมคลอไรด์ 6 ระดบัคือร้อยละ 0 0.6 0.9 1.2 1.5 และ 1.8 (โดยน ้าหนกัต่อปริมาตร) 
ตามล าดบั พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุจะไม่สามารถเจริญเติบโตไดเ้ม่ือเกลือโปแตสเซียมคลอไรดมี์
ความเขม้ขน้เท่ากบัร้อยละ 1.8 (โดยน ้าหนกัต่อปริมาตร) นอกจากน้ียงัพบวา่ค่าออสโมลาลิต่ีของอาหารเล้ียงเช้ือท่ี
เติมเกลือโปแตสเซียมคลอไรดเ์ท่ากบัร้อยละ 0 0.6 0.9 1.2 และ 1.5 (โดยน ้าหนกัต่อปริมาตร) จะมีค่าเท่ากบั 740 
870 940 1,010 และ 1,080 มิลลิออสโมลาลิต่ีต่อกิโลกรัม ตามล าดบั ซ่ึงเม่ือค่าออสโมลาลิต่ีมีค่าเพ่ิมมากข้ึนจะท า
ใหอ้ตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะและมวลเซลลมี์ค่าลดลงเช่นเดียวกนักบัการใชก้ากน ้าตาล นอกจากน้ียงัพบวา่เม่ือ
ความเขม้ขน้ของเกลือโปแตสเซียมคลอไรดมี์ค่าสูง ๆ จะท าใหเ้กิดการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลลแ์บคทีเรีย 
แต่จะไม่ยบัย ั้งการผลิตเอทานอล อยา่งไรกต็ามเม่ือทดลองใช ้cell-free extract และ washed cell ในการผลิตเอทา
นอล พบวา่การผลิตเอทานอลจะถูกยบัย ั้งเม่ือปริมาณเกลือโปแตสเซียมคลอไรดมี์ความเขม้ขน้มากข้ึน ซ่ึงจากการ
ทดลองพบว่าความเขม้ขน้ของเกลือโปแตสเซียมคลอไรด์ภายในเซลลจ์ะรักษาความเขม้ขน้ไวใ้นระดบัท่ีต ่ากว่า
ภายนอกเซลลโ์ดยอาศยักระบวนการแอคทีพทรานสปอร์ต (active transport system)  
      Siva Kesava et al. (1995) ไดศึ้กษาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดยใชแ้บคทีเรีย  Z. 
mobilis ATCC 10988 ในอาหารเล้ียงเช้ือสูตร cultivation medium ท่ีแปรผนัความเขม้ขน้ของน ้าตาลกลูโคส
เร่ิมตน้เป็น 6 ระดบัคือ 50 100 150 200 250 และ 300 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั ปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 
เร่ิมตน้ใหอ้ยูร่ะหวา่ง 6.2–6.5 ท าการหมกัแบบกะ โดยใชป้ริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้เท่ากบัร้อยละ 15 (โดยปริมาตร) ท่ี
อุณหภูมิ 30o ซ อตัราการเขยา่ 160 รอบต่อนาที พบวา่ท่ีระดบัความเขม้ขน้ของน ้าตาลกลูโคสเร่ิมตน้ระหวา่ง 50 
ถึง 150 กรัมต่อลิตร จะใหป้ระสิทธิภาพในการผลิตเอทานอลมีค่าสูงท่ีสุด โดยเฉพาะท่ีความเขม้ขน้ของน ้าตาล
กลูโคสเร่ิมตน้เท่ากบั 150 กรัมต่อลิตร จะสามารถผลิตเอทานอลไดสู้งถึง 70.4 กรัมต่อลิตร โดยใชเ้วลาในการ
หมกันาน 35 ชัว่โมง นอกจากน้ียงัพบวา่เม่ือระดบัความเขม้ขน้ของน ้าตาลกลูโคสเร่ิมตน้มีค่าเพ่ิมสูงข้ึนจะท าให้
ช่วงระยะพกัตวัยาวนานมากข้ึน และท าใหอ้ตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะมีค่าลดลง เพื่อลดระยะพกัตวัใหส้ั้นลง จึง
ไดท้  าการศึกษาปริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้ท่ีเหมาะสม โดยแปรผนัปริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้ตั้งแต่ระดบัร้อยละ 5 
จนกระทัง่ถึงร้อยละ 30 (โดยปริมาตร) พบวา่ปริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้เท่ากบัร้อยละ 15 (โดยปริมาตร) สามารถผลิต
เอทานอลไดสู้งท่ีสุด และเพื่อเพ่ิมศกัยภาพในการผลิตเอทานอลและลดการยบัย ั้งการผลิตเอทานอลของแบคทีเรีย
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เน่ืองจากความเขม้ขน้ของน ้าตาลกลูโคสเร่ิมตน้มีค่าเพ่ิมสูงข้ึน โดยการใชว้ิธีการเติมน ้าตาลกลูโคสแบบทีละคร้ัง 
(step-feeding) พบวา่การเติมน ้ าตาลกลูโคสดว้ยวิธีน้ีท่ีระดบัความเขม้ขน้ของน ้ าตาลกลูโคสทั้งหมดเท่ากบั 200 
กรัมต่อลิตร จะสามารถผลิตเอทานอลไดสู้งท่ีสุด อยา่งไรกต็ามจากการทดลอง พบวา่อตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะ
จะมีค่าลดลงเม่ือจ านวนคร้ังของการเติมมีค่าเพ่ิมมากข้ึน นอกจากน้ียงัพบวา่ความเขม้ขน้ของ yeast extract และ 
bacto peptone ท่ีเหมาะสมจะมีค่าประมาณ 6 กรัมต่อลิตร  
      Abate et al. (1996) ไดศึ้กษาเปรียบเทียบการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอลโดยใชเ้ช้ือบริสุทธ์ิและเช้ือผสมระหวา่ง
เช้ือยสีต ์Saccharomyces sp. และแบคทีเรีย Z. mobilis ในอาหารเล้ียงเช้ือสูตร fermentation media ท่ีประกอบดว้ย 
(กรัมต่อลิตร) sucrose 200 yeast extract 10 peptone 5 (NH4)2SO4 2 KH2PO4 1 MgSO4.7 H2O 1 โดยเติมกลา้เช้ือ
เร่ิมตน้ดงัน้ี 1) เติมเฉพาะกลา้เช้ือแบคทีเรีย Z. mobilis จ านวน 20 มิลลิลิตร 2) เติมเฉพาะกลา้เช้ือยีสต ์
Saccharomyces sp. จ านวน 20 มิลลิลิตร 3) เติมกลา้เช้ือของแต่ละชนิดอยา่งละ 10 มิลลิลิตร 4) เติมกลา้เช้ือยสีต ์
Saccharomyces sp. ก่อนจ านวน 10 มิลลิลิตรจากนั้นอีก 8 ชัว่โมงต่อมาใหเ้ติมกลา้เช้ือของแบคทีเรีย Z. mobilis อีก 
10 มิลลิลิตรและ 5) เติมกลา้เช้ือยสีต ์Saccharomyces sp. ก่อนจ านวน 10 มิลลิลิตรจากนั้นอีก 14 ชัว่โมงต่อมาให้
เติมกลา้เช้ือของแบคทีเรีย Z. mobilis อีก 10 มิลลิลิตร ท าการหมกัท่ีอุณหภูมิ 30o ซ  โดยไม่ตอ้งเขยา่ พบวา่เม่ือท า
การหมกัเฉพาะแบคทีเรีย Z. mobilis เพียงชนิดเดียว สามารถผลิตท่ีจะเอทานอลไดสู้งท่ีสุด โดยใชร้ะยะเวลาหมกั
นานกวา่ 60 ชัว่โมง แต่ผลไดข้องเอทานอล (0.47 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้าตาลซูโครสท่ีถูกใชไ้ป) จะมีค่าต ่ากวา่
เช้ือยสีต ์ Saccharomyces sp. (0.50 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้าตาลซูโครสท่ีถูกใชไ้ป) อยา่งไรกต็ามพบวา่เช้ือยสีต ์
Saccharomyces sp. จะใชเ้วลาในการหมกันานกวา่แบคทีเรีย Z. mobilis ถึง 11 ชัว่โมง หรือผลิตเอทานอลไดสู้ง
กวา่แบคทีเรีย Z. mobilis ประมาณร้อยละ 6 ของความเขม้ขน้ของเอทานอลท่ีผลิตได้ แต่เช้ือยสีต ์Saccharomyces 
sp. จะใหม้วลเซลลสู์งกวา่แบคทีเรีย           Z. mobilis มากถึงร้อยละ 50 ของมวลเซลลท่ี์ผลิตได ้อยา่งไรกต็าม
อตัราจ าเพาะของการผลิตเอทานอลของแบคทีเรีย Z. mobilis จะมีค่าสูงกวา่มากถึงร้อยละ 25 ส าหรับการเพาะเล้ียง
แบบผสมกนัระหวา่งจุลินทรียท์ั้ง 2 ชนิด พบวา่ผลไดข้องเอทานอลจะมีค่าเท่ากบั 0.50 กรัมเอทานอลต่อกรัม
น ้าตาลซูโครสท่ีถกูใชไ้ป ซ่ึงใกลเ้คียงกบัการหมกัโดยใชเ้ช้ือเด่ียว ๆ นอกจากน้ียงัพบวา่ไม่มีสารลีแวนเกิดข้ึน  
      Bravo et al. (2000) ไดศึ้กษาผลของรูปแบบส าหรับใชใ้นการเติมน ้าตาลกลูโคสในระหวา่งการหมกั ท่ีมีต่อ
มวลเซลลสุ์ดทา้ยและความเขม้ขน้ของเอทานอล โดยใชแ้บคทีเรีย Z. mobilis CP4 ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ี
ประกอบดว้ย (กรัมต่อลิตร) glucose 100 yeast extract 10 KH2PO4 1 MgSO4.7H2O 0.5 และ (NH4)2 SO4 1 โดยใช้
ปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือเร่ิมตน้เท่ากบั 500 มิลลิลิตร ท าการหมกัในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ ขนาด 2 ลิตร ท่ีอุณหภูมิ 30o 
ซ  ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เท่ากบั 6 ความเร็วรอบของใบกวน 150 รอบต่อนาที การเติมอาหารเล้ียงเช้ือมี 2 
แบบคือ 1) constant feeding rate โดยแปรผนัอตัราการไหลของอาหารเล้ียงเช้ือ 4 ระดบัคือ 0.11 0.22 0.43 และ 
0.55 ลิตรต่อชัว่โมง ตามล าดบัและ 2) exponentially varied feeding rate โดยใชอ้ตัราการไหลของอาหารเล้ียงเช้ือ
เร่ิมตน้เท่ากบั 0.015 ลิตรต่อชัว่โมง และท าการเพ่ิมอตัราการไหลเป็น 2 เท่าเป็น 3 ระดบัคือ 0.5 1.0 และ 1.5 
ชัว่โมง ตามล าดบั จากการทดลองพบวา่ผลไดข้องมวลเซลลสู์งสุดท่ีไดจ้ะมีค่าเท่ากบั 0.018 กรัมมวลเซลลต่์อกรัม
น ้าตาลกลูโคสท่ีถูกใชไ้ป และผลไดข้องเอทานอลสูงสุดมีค่าเท่ากบั 0.188 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้าตาลซูโครสท่ี
ถกูใชไ้ป เม่ือใชอ้ตัราการไหลของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีระดบัแตกต่างกนั อยา่งไรกต็ามพบวา่ผลไดข้องมวลเซลลแ์ละ
เอทานอลจะมีค่าลดลงเท่ากบั 0.0102 กรัมมวลเซลลต่์อกรัมน ้าตาลกลูโคสท่ีถูกใชไ้ป และ 0.085 กรัมเอทานอลต่อ
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กรัมน ้าตาลซูโครสท่ีถูกใชไ้ป ตามล าดบั เม่ือเกิดการสะสมของน ้าตาลกลูโคสมากเกินกวา่ 60 กรัมต่อลิตรในทาง
ตรงกนัขา้มพบวา่ความเขม้ขน้ของมวลเซลลแ์ละเอทานอลจะมีค่าสูงท่ีสุดเท่ากบั 5 และ 39 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั 
เม่ือใชอ้ตัราการไหลของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีน ้ าตาลกลูโคสเขม้ขน้เท่ากบั 220 กรัมต่อลิตร แบบ constant feeding 
rate และ exponentially varied feeding rate  
 

2.8 คุณสมบัติทีเ่หมำะสมของแบคทเีรีย Z. mobilis ต่อกำรผลติเอทำนอล 
      อรพิน ภูมิภมร (2525) ไดร้วบรวมขอ้ไดเ้ปรียบของการใชแ้บคทีเรีย Zymomonas จากนกัวิทยาศาสตร์หลาย ๆ 
ท่าน ซ่ึงไดท้ดลองใชแ้บคทีเรีย Zymomonas sp. ในการผลิตแอลกอฮอลท์ั้งดว้ยวิธีการผลิตแบบกะ และ
แบบต่อเน่ืองสามารถสรุปไดด้งัน้ี 
       1. Zymomonas สามารถท่ีจะผลิตแอลกอฮอลไ์ดสู้งกวา่ยีสต ์ โดยคิดเป็นปริมาณท่ีผลิตไดห้น่ึงหน่วยเวลา 
แบคทีเรียชนิดน้ีสามารถใชก้ลูโคสไดม้าก และปริมาณเซลลท่ี์สร้างข้ึนนอ้ยกวา่ยสีต ์ ดงันั้น น ้าตาลท่ีใชจึ้งน าไป
แปรเปล่ียนเป็นแอลกอฮอลไ์ดสู้งกวา่ยสีต ์
       2. Zymomonas ใชน้ ้ าตาลกลูโคสและผลิตแอลกอฮอลโ์ดยผา่น Entner-Doudoroff pathway ท าใหเ้กิด ATP 1 
โมลต่อน ้าตาลกลูโคส 1 โมล ในขณะท่ียสีตจ์ะใชน้ ้ าตาลผา่น Embden-Meyerhof-Parnas pathway และได ้ATP 2 
โมลต่อน ้าตาลกลโูคส 1 โมล 
       3. Zymomonas เจริญในสภาวะท่ีปราศจากออกซิเจนไดดี้กว่ายีสต์จึงไม่ตอ้งการระบบควบคุมออกซิเจน
เหมือนท่ียสีตต์อ้งการเพื่อใชรั้กษาปริมาณเซลลใ์หไ้ดม้ากเพียงพอส าหรับการผลิตแอลกอฮอล์ 
       4.  Zymomonas บางสายพนัธ์ุสามารถทนต่อแอลกอฮอลไ์ดสู้งถึงร้อยละ 10-16  
       5. สามารถท่ีจะน าเอาเทคนิคทางดา้นพนัธุกรรมของแบคทีเรีย  มาประยุกตใ์ชก้บัแบคทีเรีย Zymomonas 
เพื่อท่ีจะไดส้ายพนัธ์ุกลายท่ีมีประสิทธิภาพในการผลิตแอลกอฮอลไ์ดสู้ง หรือทนต่อแอลกอฮอลท่ี์มีความเขม้ขน้
สูงได ้เช่น การใชว้ิธี plasmid transfer technique 
       6. การศึกษาการใชน้ ้ าตาลกลูโคส ฟรุคโตส และซูโครส ของแบคทีเรีย Zymomonas ท าใหไ้ดข้อ้มูลท่ีจะ
น ามาใชส้ าหรับการผลิตแอลกอฮอลใ์นขั้นอุตสาหกรรม 
       ดงันั้นจึงมีความเป็นไปไดท่ี้จะใชน้ ้ าเช่ือมท่ีไดจ้ากการยอ่ยกากมนัส าปะหลงัมาใชใ้นการหมกัเพ่ือผลิตเอทา
นอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis ซ่ึงงานวจิยัน้ีมีวตัถุประสงคเ์พ่ือศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการหมกัเพ่ือผลิตเอ
ทานอลจากน ้ าเช่ือมท่ีไดจ้ากการยอ่ยกากมนัส าปะหลงัในระดบัขวดเขยา่ ขนาด 500 มิลลิลิตรและถงัปฏิกรณ์
ชีวภาพแบบถงักวน ขนาด 5 ลิตร 
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บทที ่3 
วสัดุ อุปกรณ์ และวธีิกำรวจิยั 

      

3.1 เช้ือจุลนิทรีย์ทีใ่ช้ในกำรทดลอง 
       แบคทีเรีย Zymomonas mobilis TISTR 548 และ Zymomonas mobilis TISTR 1042 จากสถาบนัวิจยั
วทิยาศาสตร์และเทคโนโลยแีห่งประเทศไทย (วท.) 
 

3.2 อำหำรเลีย้งเช้ือจุลนิทรีย์ 
      3.2.1 อำหำรเลีย้งเช้ือสูตร cultivation medium (Siva Kesava et al., 1995) 

อาหารเล้ียงเช้ือสูตร cultivation medium ประกอบดว้ยองคป์ระกอบดงัน้ี  
                  น ้าตาลกลโูคส     50 กรัมต่อลิตร  
                  yeast extract       5 กรัมต่อลิตร 
                  peptone       5 กรัมต่อลิตร   
            การเตรียมโดยใชน้ ้ าตาลกลูโคสความเขม้ขน้ 50 กรัม เติม yeast extract และ peptone อยา่งละ 5 กรัมในน ้า
กลัน่ปริมาตร 1 ลิตร ปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ระหวา่ง 6.2-6.5 ดว้ย 1 โมลาร์ H2SO4 และ 1 โมลาร์ NaOH 
ก่อนท่ีจะน าไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความดนัไอน ้าท่ีระดบัอุณหภมิู 121o ซ เป็นเวลา 15 นาที  
 
      3.2.2 อำหำรเลีย้งเช้ือสูตรอุดม (ดดัแปลงจากวิธีของ Siva Kesava et al., 1995) 

อาหารเล้ียงเช้ือสูตรอุดม ประกอบดว้ยองคป์ระกอบดงัน้ี  
                  น ้าเช่ือม     1 ลิตร  
                  yeast extract     5 กรัม  
                  peptone     5 กรัม  
            การเตรียมโดยใชน้ ้ าเช่ือมปริมาตร 1 ลิตร เติม yeast extract และ peptone อยา่งละ 5 กรัมในน ้าเช่ือม
ปริมาตร 1 ลิตร ปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ระหวา่ง 6.2-6.5 ดว้ย 1 โมลาร์ H2SO4 และ 1 โมลาร์ NaOH 
ก่อนท่ีจะน าไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความดนัไอน ้าท่ีระดบัอุณหภมิู 121o ซ เป็นเวลา 15 นาที  
 
      3.2.3 อำหำรเลีย้งเช้ือสูตรปรับต ำ่ 

อาหารเล้ียงเช้ือสูตรปรับต ่า ประกอบดว้ยองคป์ระกอบดงัน้ี  
                  น ้าเช่ือม     1        ลิตร  
                  (NH4)2SO4 หรือ NH4Cl   1        กรัมต่อลิตร  
                  การเตรียมโดยใชน้ ้ าเช่ือมปริมาตร 1 ลิตร เติม (NH4)2SO4 หรือ NH4Cl อยา่งละ 1 กรัม ปรับค่าความ
เป็นกรด-ด่าง (pH) ระหวา่ง 6.2-6.5 ดว้ย 1 โมลาร์ H2SO4 และ 1 โมลาร์ NaOH ก่อนท่ีจะน าไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความ
ดนัไอน ้าท่ีระดบัอุณหภมิู 121o ซ เป็นเวลา 15 นาที  
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      3.2.4 อำหำรเลีย้งเช้ือสูตร Zymomonas medium  
อาหารเล้ียงเช้ือสูตร zymomonas medium ประกอบดว้ย  

                  glucose     20 กรัม   
                  yeast extract     10 กรัม  
                  bacto peptone    10 กรัม  
          การเตรียมโดยการละลายส่วนผสมรวมกนัในน ้ากลัน่ใหมี้ปริมาตรครบ 1 ลิตร ส่วนอาหารแขง็ใหเ้ติม 
agar 15 กรัม ก่อนท่ีจะน าไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความดนัไอน ้าท่ีระดบัอุณหภมิู 121o ซ เป็นเวลา 15 นาที 
 
      3.2.5 อำหำรเลีย้งเช้ือสูตร yeast extract–peptone glucose broth (YPG) 

อาหารเล้ียงเช้ือสูตร yeast extract – peptone glucose broth ประกอบดว้ย  
                  glucose     50 กรัมต่อลิตร 
                  yeast extract     10 กรัมต่อลิตร 
                  peptone     10 กรัมต่อลิตร   
            การเตรียมโดยละลายส่วนผสมรวมกนัในน ้ากลัน่ใหมี้ปริมาตรครบ 1 ลิตร ก่อนท่ีจะน าไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ย
ความดนัไอน ้าท่ีระดบัอุณหภมิู 121o ซ เป็นเวลา 15 นาที อาหารแขง็ใหเ้ติม agar 20 กรัม 
 

3.3 เคมีภัณฑ์ที่ใช้ในกำรทดลอง 
 

ช่ือสารเคมี (ช่ือทางการคา้) บริษทัผูผ้ลิต 

1.  กรดซลัฟิวริก (เกรดวเิคราะห์) 
2.  กรดไดไนโตรซาลิไซลิก 
3.  กลูโคส (เกรดวเิคราะห์) 
4.  โซเดียมไฮดรอกไซด ์
5.  ซูโครส (เกรดวเิคราะห์) 
6.  ฟรุคโตส (เกรดวเิคราะห์) 
7.  โพแตสเซียมโซเดียมทาร์เทต 
8.  แอมโมเนียมซลัเฟต 
9.  แอมโมเนียมคลอไรด ์
10.เอทานอล (เกรดส าหรับ GC หรือ HPLC) 

MERK, Germany 
Sigma. Chemical Company, USA 
Sigma. Chemical Company, USA 

MERK, Germany 
Sigma. Chemical Company, USA 
Sigma. Chemical Company, USA 

MERK, Germany 
CARLO ERBA REAGENT, ITALY 
CARLO ERBA REAGENT, ITALY 

MERK, Germany 
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3.4   คุรุภัณฑ์ที่ใช้ในกำรทดลอง 
 

ช่ือเคร่ืองมือ 
 

รุ่น บริษทัผูผ้ลิต 

1.เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง 
   (Spectrophotometer) 
2.เคร่ืองวดัค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 
   (Digital pH Meter) 
3.เคร่ืองน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความดนัไอน ้า 
  (Autoclave) 
4.ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ ขนาด 5 ลิตร 
  (Fermenter) 
5.เคร่ืองระเหยสูญญากาศแบบหมุน 
  (Rotary vacuum evaporator) 
6.เคร่ืองผสมสารละลาย 
  (Vortex Mixer) 
7.เคร่ืองป่ันเหวีย่งชนิดควบคุมความเยน็ 
  (Centrifuge) 
8.เคร่ืองชัง่แบบละเอียด 
  (Electronic Balance) 
9.ตูบ่้มเพาะเช้ือแบบเขยา่ 
  (Incubator Shaker) 
10.ตูถ่้ายเช้ือ 
  (Laminar Air Flow Biohazard Carbinet) 
11.เคร่ืองแก๊สโครมาโตกราฟี 
  (Gas chromatography) 
12. เคร่ืองป่ันเหวีย่งชนิดควบคุมความเยน็ 
  (Microcentrifuge)  
 

UV-1601 
 
PHM 210 
 
Hiclave HV-85 
 
Biostat-B 
 
Heidolph vv 
 2000 
 
G560E 
 
SorvallRC- 
26-Plus 
PR 503 
 
G-27 
 
Europeene, R.D 
 
GC 14B 
 
SIGMA 1 K 15 

Shimadzu Corporation, Japan. 
 
Analytical Hirayama, France. 
 
Manufacturing Corporation, 
Japan. 
B. Braun Biotech International, 
Germany. 
Buchii West Germany. 
 
Scientific Industries Inc, USA. 
 
Dupont, USA. 
 
Mettler-Toled, Thailand. 
 
New Braun Swicth Scientific 
Edison, USA. 
Flufrance, France. 
 
Shimadzu Corporation, Japan. 
 
SIGMA Laboratory Centrifuge, 
USA. 
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3.5 วธีิกำรวิจัย 
      3.5.1 กำรเตรียมน ำ้เช่ือม 

       น ้าเช่ือมท่ีไดจ้ากการยอ่ยกากมนัส าปะหลงัดว้ยเอนไซมแ์อลฟา-อะไมเลส และเอนไซมอ์ะไมโลกลูโคซิ
เดส ดดัแปลงวิธีการผลิตจาก จิรวรรณ อภิรักษากร (2540) และลิขิต ศิริสันติเมธาคม และคณะ (2543) ดงัแสดงใน
ภาพท่ี 5 และภาพท่ี 6 ประสิทธิภาพของการผลิตน ้าเช่ือมไดแ้สดงไวใ้นภาคผนวก ง 
 

กำกมันส ำปะหลงัแห้ง 5.25 กโิลกรัม เตมิลงใน 
ถังปฎกิรณ์ชีวภำพ ขนำด 50 ลติร ทีม่ีน ำ้กลัน่อยู่ 35 ลติร 

 
 

ปรับค่ำควำมเป็นกรด-ด่ำง (pH) ด้วย 2 โมลำร์ NaOH เป็น 6.5 และ 
กวนผสมด้วยควำมเร็วรอบของใบกวนคงทีเ่ท่ำกบั 75 รอบต่อนำที 

จนกำกมันส ำปะหลงัมีลกัษณะเป็นของเหลวข้น 
 
 

เตมิเอนไซม์แอลฟำ-อะไมเลส ปริมำณ 500 หน่วยต่อ 1 มิลลลิติรของของเหลวข้น 
ท ำกำรย่อยทีอุ่ณหภูม ิ70o ซ เป็นเวลำ 40 นำทีและปรับค่ำควำมเป็นกรด-ด่ำง (pH) เป็น 4.3  

ด้วยร้อยละ 10 โดยปริมำตร ของ H2SO4 
 
 

เตมิเอนไซม์อะไมโลกลูโคซิเดส ปริมำณ 300 หน่วยต่อ 1 มิลลลิติรของของเหลวข้น 
ท ำกำรย่อยทีอุ่ณหภูม ิ60o ซ เป็นเวลำ 24 ช่ัวโมง 

 
 

แยกเศษกำกมันทีเ่หลอืและเยือ่ใยด้วยกำรกรองผ่ำนช้ันส ำลหีนำ ๆ  
ตกตะกอนที่อุณหภูม ิ4o ซ และแยกเอำส่วนใส 

 
 

เกบ็น ำ้เช่ือมที่อุณหภูม ิ–20o ซ 
 
ภำพที ่4  แผนผงัแสดงขั้นตอนการผลิตน ้าเช่ือมจากการยอ่ยกากมนัส าปะหลงัดว้ยเอนไซมแ์อลฟา-อะไมเลส  
             และอะไมโลกลูโคซิเดส ดดัแปลงวธีิการผลิตจาก จิรวรรณ อภิรักษากร (2540) และลิขิต ศิริสันติ 
             เมธาคม และคณะ (2543)  
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      3.5.2 กำรศึกษำหำสภำวะทีเ่หมำะสมส ำหรับใช้ในกำรหมกัเพือ่ผลติเอทำนอลจำกน ำ้เช่ือมที่ได้จำกกำรย่อยกำก

มันส ำปะหลงัในอำหำรเลีย้งเช้ือสูตรอุดม ดัดแปลงสูตรจำกวิธีของ Siva Kesava et al. (1995) ในระดับขวดเขย่ำ 
ขนำด 500 มิลลลิติร ซ่ึงมขีั้นตอนและวธีิกำรทดลองดงันี ้
 3.5.2.1  การเตรียมกลา้เช้ือเร่ิมตน้ 

       น าเช้ือแบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุจาก stock culture จ านวน 1 ลูปเตม็ถ่ายลงในอาหารเล้ียง
เช้ือสูตร yeast extract-peptone glucose (YPG) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ท่ีผา่นการน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความดนัไอน ้ า 
(autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121o ซ เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นน าไปบ่มเพาะเช้ือในตูบ่้มแบบควบคุมอุณหภูมิ 
(incubator) ท่ีอุณหภูมิ 30 o ซ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง น าเช้ือแบคทีเรียท่ีไดไ้ปเข่ียเช้ือลงในอาหารเล้ียงเช้ือสูตร 
zymomonas medium ท่ีผา่นการน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ ท าการบ่มเพาะเช้ือท่ีสภาวะเดิมเป็นเวลา 72 ชัว่โมงจนไดโ้คโลนี
เด่ียว ๆ จากนั้นน าโคโลนีเด่ียว ๆ จ านวน 1 ลูปเตม็ถ่ายลงในอาหารเล้ียงเช้ือสูตร yeast extract-peptone glucose 
(YPG) ท่ีผา่นการน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ท าการบ่มเพาะเช้ือท่ีสภาวะเดิม จากนั้นท าการขยายขนาด
ของกลา้เช้ือเร่ิมตน้จากการเตรียมขา้งตน้จ านวน 1 มิลลิลิตร ลงในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรเดิมท่ีผา่นการน่ึงฆ่าเช้ือแลว้
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร น าไปบ่มท่ีสภาวะเดิม กลา้เช้ือเร่ิมตน้ใหมี้ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน (A550) ท่ี 
1.500  

3.5.2.2  การศึกษาเปรียบเทียบแบคทีเรีย Z. mobilis  
      น าอาหารเล้ียงเช้ือสูตร cultivation medium (Siva Kesava et al., 1995) ท่ีแปรผนัความเขม้ขน้ของ

น ้าตาลกลูโคสเร่ิมตน้ท่ีตอ้งการศึกษา 4 ระดบัคือ 50 100 150 และ 200 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั ปริมาตร 300 
มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดรูปชมพูช่นิดพิเศษ (ภาพท่ี 7) ขนาด 500 มิลลิลิตร ใหท้ าตวัอยา่งละ 2 ซ ้ ารวมเป็นตวัอยา่ง
ทั้งหมดเท่ากบั 8 ตวัอยา่ง จากนั้นปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้ระหวา่ง 6.2-6.5 ดว้ย 1 โมลาร์ H2SO4 
และ 1 โมลาร์ NaOH ปิดดว้ยจุกส าลี และปิดทบัดว้ยอะลูมินัม่ฟอลย์ น าไปน่ึงในเคร่ืองน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความดนัไอ
น ้าท่ีอุณหภูมิ 121o ซ เป็นเวลา 15 นาที ท้ิงใหเ้ยน็ในตูถ่้ายเช้ือจากนั้นเติมกลา้เช้ือเร่ิมตน้ร้อยละ 15 (โดยปริมาตร) 
(จากวิธีของ Siva Kesava et al., 1995) ปิดขวดดว้ย air lock ท่ีผา่นการน่ึงฆ่าเช้ือและเติมน ้ากลัน่ น าขวดหมกัท่ีได้
ไปบ่มเพาะเช้ือท่ีอุณหภูมิ 30o ซ โดยไม่ตอ้งเขยา่ ท าการเกบ็ตวัอยา่งจากขวดหมกัท่ีเวลา 0 4 8 12 16 20 24 28 32 
36 40 44 และ 48 ชัว่โมง ตามล าดบั น าตวัอยา่งท่ีไดไ้ปวิเคราะห์หา ความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์ ความเขม้ขน้
ของมวลเซลล ์และความเขม้ขน้ของเอทานอล 
       3.5.2.3 การศึกษาค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้ท่ีเหมาะสมท่ีมีน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 50 กรัม
ต่อลิตร และอตัราการเขยา่ 0 รอบต่อนาที 

       น าอาหารเล้ียงเช้ือสูตรอุดม ท่ีปรับความเขม้ขน้ของน ้ าตาลรีดิวซ์เท่ากบั 50 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 
300 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดรูปชมพูช่นิดพิเศษ ขนาด 500 มิลลิลิตร จากนั้นแปรผนัค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 
เร่ิมตน้เป็น 4 ระดบัคือ 5.5 6.0 6.5 และ 7.0 ตามล าดบั ดว้ย 1 โมลาร์ H2SO4 และ 1 โมลาร์ NaOH ใหท้ าตวัอยา่ง
ละ 2 ซ ้ ารวมเป็นตวัอยา่งทั้งหมดเท่ากบั 8 ตวัอยา่ง ปิดดว้ยจุกส าลีและปิดทบัดว้ยอะลูมินัม่ฟอลย์ น าไปน่ึงใน
เคร่ืองน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความดนัไอน ้าท่ีอุณหภูมิ 121o ซ เป็นเวลา 15 นาที ท้ิงใหเ้ยน็ในตูถ่้ายเช้ือ จากนั้นท าการเติม
กลา้เช้ือเร่ิมตน้ร้อยละ 15 (โดยปริมาตร) (จากวิธีของ Siva Kesava et al., 1995) ปิดขวดดว้ย air lock ท่ีผา่นการน่ึง
ฆ่าเช้ือและเติมน ้ากลัน่ น าขวดหมกัท่ีไดไ้ปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30o ซ โดยไม่ตอ้งเขยา่ เกบ็ตวัอยา่งจากขวดหมกัท่ีเวลา 0 



30 
 

4 8 12 16 20 และ 24 ชัว่โมง ตามล าดบั น าตวัอยา่งท่ีไดไ้ปวิเคราะห์หา ความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์ ความ
เขม้ขน้ของมวลเซลล ์และความเขม้ขน้ของเอทานอล 
 
       3.5.2.4 การศึกษาค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้ท่ีเหมาะสมท่ีมีน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 50 กรัม
ต่อลิตร และอตัราการเขยา่ 100 รอบต่อนาที 

       น าอาหารเล้ียงเช้ือสูตรอุดม ท่ีปรับความเขม้ขน้ของน ้ าตาลรีดิวซ์เท่ากบั 50 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 
300 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดรูปชมพูช่นิดพิเศษ ขนาด 500 มิลลิลิตร จากนั้นแปรผนัค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 
เร่ิมตน้เป็น 4 ระดบัคือ 5.5 6.0 6.5 และ 7.0 ตามล าดบั ดว้ย 1 โมลาร์ H2SO4 และ 1 โมลาร์ NaOH ใหท้ าตวัอยา่ง
ละ 2 ซ ้ ารวมเป็นตวัอยา่งทั้งหมดเท่ากบั 8 ตวัอยา่ง ปิดดว้ยจุกส าลีและปิดทบัดว้ยอะลูมินัม่ฟอลย์ น าไปน่ึงใน
เคร่ืองน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความดนัไอน ้าท่ีอุณหภูมิ 121o ซ เป็นเวลา 15 นาที ท้ิงใหเ้ยน็ในตูถ่้ายเช้ือ จากนั้นท าการเติม
กลา้เช้ือเร่ิมตน้ร้อยละ 15 (โดยปริมาตร) ปิดขวดดว้ย air lock ท่ีผา่นการน่ึงฆ่าเช้ือและเติมน ้ากลัน่ น าขวดหมกัท่ี
ไดไ้ปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30o ซ ท่ีอตัราการเขยา่ 100 รอบต่อนาที เกบ็ตวัอยา่งจากขวดหมกัท่ีเวลา 0 4 8 12 16 20 และ 
24 ชัว่โมง ตามล าดบั น าตวัอยา่งท่ีไดไ้ปวิเคราะห์หา ความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์ ความเขม้ขน้ของมวลเซลล์ 
และความเขม้ขน้ของเอทานอล 
       3.5.2.5 การศึกษาค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้ท่ีเหมาะสมท่ีมีน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 50 กรัม
ต่อลิตร และอตัราการเขยา่ 200 รอบต่อนาที 

      น าอาหารเล้ียงเช้ือสูตรอุดม ท่ีปรับความเขม้ขน้ของน ้ าตาลรีดิวซ์เท่ากบั 50 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 
300 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดรูปชมพูช่นิดพิเศษ ขนาด 500 มิลลิลิตร จากนั้นแปรผนัค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 
เร่ิมตน้เป็น 4 ระดบัคือ 5.5 6.0 6.5 และ 7.0 ตามล าดบั ดว้ย 1 โมลาร์ H2SO4 และ 1 โมลาร์ NaOH ใหท้ าตวัอยา่ง
ละ 2 ซ ้ ารวมเป็นตวัอยา่งทั้งหมดเท่ากบั 8 ตวัอยา่ง ปิดดว้ยจุกส าลีและปิดทบัดว้ยอะลูมินัม่ฟอลย์ น าไปน่ึงใน
เคร่ืองน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความดนัไอน ้าท่ีอุณหภูมิ 121o ซ เป็นเวลา 15 นาที ท้ิงใหเ้ยน็ในตูถ่้ายเช้ือ จากนั้นท าการเติม
กลา้เช้ือเร่ิมตน้ร้อยละ 15 (โดยปริมาตร) ปิดขวดดว้ย air lock ท่ีผา่นการน่ึงฆ่าเช้ือและเติมน ้ากลัน่ น าขวดหมกัท่ี
ไดไ้ปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30o ซ ท่ีอตัราการเขยา่ 200 รอบต่อนาที เกบ็ตวัอยา่งจากขวดหมกัท่ีเวลา 0 4 8 12 16 20 และ 
24 ชัว่โมง ตามล าดบั น าตวัอยา่งท่ีไดไ้ปวิเคราะห์หา ความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์ ความเขม้ขน้ของมวลเซลล์ 
และความเขม้ขน้ของเอทานอล 
       3.5.2.6 การศึกษาค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้ท่ีเหมาะสมท่ีมีน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 100 กรัม
ต่อลิตร และอตัราการเขยา่ 0 รอบต่อนาที 

      น าอาหารเล้ียงเช้ือสูตรอุดม ท่ีปรับความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์เท่ากบั 100 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 
300 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดรูปชมพูช่นิดพิเศษ ขนาด 500 มิลลิลิตร จากนั้นแปรผนัค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 
เร่ิมตน้เป็น 4 ระดบัคือ 5.5 6.0 6.5 และ 7.0 ตามล าดบั ดว้ย 1 โมลาร์ H2SO4 และ 1 โมลาร์ NaOH ใหท้ าตวัอยา่ง
ละ 2 ซ ้ ารวมเป็นตวัอยา่งทั้งหมดเท่ากบั 8 ตวัอยา่ง ปิดดว้ยจุกส าลีและปิดทบัดว้ยอะลูมินัม่ฟอลย์ น าไปน่ึงใน
เคร่ืองน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความดนัไอน ้าท่ีอุณหภูมิ 121o ซ เป็นเวลา 15 นาที ท้ิงใหเ้ยน็ในตูถ่้ายเช้ือ จากนั้นท าการเติม
กลา้เช้ือเร่ิมตน้ร้อยละ 15 (โดยปริมาตร) ปิดขวดดว้ย air lock ท่ีผา่นการน่ึงฆ่าเช้ือและเติมน ้ากลัน่ น าขวดหมกัท่ี
ไดไ้ปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30o ซ โดยไม่ตอ้งเขยา่ เกบ็ตวัอยา่งจากขวดหมกัท่ีเวลา 0 4 8 12 16 20 และ 24 ชัว่โมง 
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ตามล าดบั น าตวัอยา่งท่ีไดไ้ปวิเคราะห์หา ความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์ ความเขม้ขน้ของมวลเซลล์ และความ
เขม้ขน้ของเอทานอล 
       3.5.2.7 การศึกษาค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้ท่ีเหมาะสมท่ีมีน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 100 กรัม
ต่อลิตร และอตัราการเขยา่ 100 รอบต่อนาที 

      น าอาหารเล้ียงเช้ือสูตรอุดม ท่ีปรับความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์เท่ากบั 100 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 
300 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดรูปชมพูช่นิดพิเศษ ขนาด 500 มิลลิลิตร จากนั้นแปรผนัค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 
เร่ิมตน้เป็น 4 ระดบัคือ 5.5 6.0 6.5 และ 7.0 ตามล าดบั ดว้ย 1 โมลาร์ H2SO4 และ 1 โมลาร์ NaOH ใหท้ าตวัอยา่ง
ละ 2 ซ ้ ารวมเป็นตวัอยา่งทั้งหมดเท่ากบั 8 ตวัอยา่ง ปิดดว้ยจุกส าลีและปิดทบัดว้ยอะลูมินัม่ฟอลย์ น าไปน่ึงใน
เคร่ืองน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความดนัไอน ้าท่ีอุณหภูมิ 121o ซ เป็นเวลา 15 นาที ท้ิงใหเ้ยน็ในตูถ่้ายเช้ือ จากนั้นท าการเติม
กลา้เช้ือเร่ิมตน้ร้อยละ 15 (โดยปริมาตร) ปิดขวดดว้ย air lock ท่ีผา่นการน่ึงฆ่าเช้ือและเติมน ้ากลัน่ น าขวดหมกัท่ี
ไดไ้ปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30o ซ ท่ีอตัราการเขยา่ 100 รอบต่อนาที เกบ็ตวัอยา่งจากขวดหมกัท่ีเวลา 0 4 8 12 16 20 และ 
24 ชัว่โมง ตามล าดบั น าตวัอยา่งท่ีไดไ้ปวิเคราะห์หา ความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์ ความเขม้ขน้ของมวลเซลล์ 
และความเขม้ขน้ของเอทานอล 
       3.5.2.8 การศึกษาค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้ท่ีเหมาะสมท่ีมีน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 100 กรัม
ต่อลิตร และอตัราการเขยา่ 200 รอบต่อนาที 

      น าอาหารเล้ียงเช้ือสูตรอุดม ท่ีปรับความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์เท่ากบั 100 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 
300 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดรูปชมพูช่นิดพิเศษ ขนาด 500 มิลลิลิตร จากนั้นแปรผนัค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 
เร่ิมตน้เป็น 4 ระดบัคือ 5.5 6.0 6.5 และ 7.0 ตามล าดบั ดว้ย 1 โมลาร์ H2SO4 และ 1 โมลาร์ NaOH ใหท้ าตวัอยา่ง
ละ 2 ซ ้ ารวมเป็นตวัอยา่งทั้งหมดเท่ากบั 8 ตวัอยา่ง ปิดดว้ยจุกส าลีและปิดทบัดว้ยอะลูมินัม่ฟอลย์ น าไปน่ึงใน
เคร่ืองน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความดนัไอน ้าท่ีอุณหภูมิ 121o ซ เป็นเวลา 15 นาที ท้ิงใหเ้ยน็ในตูถ่้ายเช้ือ จากนั้นท าการเติม
กลา้เช้ือเร่ิมตน้ร้อยละ 15 (โดยปริมาตร) ปิดขวดดว้ย air lock ท่ีผา่นการน่ึงฆ่าเช้ือและเติมน ้ากลัน่ น าขวดหมกัท่ี
ไดไ้ปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30o ซ ท่ีอตัราการเขยา่ 200 รอบต่อนาที เกบ็ตวัอยา่งจากขวดหมกัท่ีเวลา 0 4 8 12 16 20 และ 
24 ชัว่โมง ตามล าดบั น าตวัอยา่งท่ีไดไ้ปวิเคราะห์หา ความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์ ความเขม้ขน้ของมวลเซลล์ 
และความเขม้ขน้ของเอทานอล  
       3.5.2.9 การศึกษาค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้ท่ีเหมาะสมท่ีมีน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 150 กรัม
ต่อลิตร และอตัราการเขยา่ 0 รอบต่อนาที 

      น าอาหารเล้ียงเช้ือสูตรอุดม ท่ีปรับความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์เท่ากบั 150 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 
300 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดรูปชมพูช่นิดพิเศษ ขนาด 500 มิลลิลิตร จากนั้นแปรผนัค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 
เร่ิมตน้เป็น 4 ระดบัคือ 5.5 6.0 6.5 และ 7.0 ตามล าดบั ดว้ย 1 โมลาร์ H2SO4 และ 1 โมลาร์ NaOH ใหท้ าตวัอยา่ง
ละ 2 ซ ้ ารวมเป็นตวัอยา่งทั้งหมดเท่ากบั 8 ตวัอยา่ง ปิดดว้ยจุกส าลีและปิดทบัดว้ยอะลูมินัม่ฟอลย์ น าไปน่ึงใน
เคร่ืองน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความดนัไอน ้าท่ีอุณหภูมิ 121o ซ เป็นเวลา 15 นาที ท้ิงใหเ้ยน็ในตูถ่้ายเช้ือ จากนั้นท าการเติม
กลา้เช้ือเร่ิมตน้ร้อยละ 15 (โดยปริมาตร) ปิดขวดดว้ย air lock ท่ีผา่นการน่ึงฆ่าเช้ือและเติมน ้ากลัน่ น าขวดหมกัท่ี
ไดไ้ปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30o ซ โดยไม่ตอ้งเขยา่ เกบ็ตวัอยา่งจากขวดหมกัท่ีเวลา 0 4 8 12 16 20 24 28 32  และ 36 
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ชัว่โมง ตามล าดบั น าตวัอยา่งท่ีไดไ้ปวิเคราะห์หา ความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์ ความเขม้ขน้ของมวลเซลล์ และ
ความเขม้ขน้ของเอทานอล  
       3.5.2.10 การศึกษาค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้ท่ีเหมาะสมท่ีมีน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 150 กรัม
ต่อลิตร และอตัราการเขยา่ 100 รอบต่อนาที 

      น าอาหารเล้ียงเช้ือสูตรอุดม ท่ีปรับความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์เท่ากบั 150 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 
300 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดรูปชมพูช่นิดพิเศษ ขนาด 500 มิลลิลิตร จากนั้นแปรผนัค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 
เร่ิมตน้เป็น 4 ระดบัคือ 5.5 6.0 6.5 และ 7.0 ตามล าดบั ดว้ย 1 โมลาร์ H2SO4 และ 1 โมลาร์ NaOH ใหท้ าตวัอยา่ง
ละ 2 ซ ้ ารวมเป็นตวัอยา่งทั้งหมดเท่ากบั 8 ตวัอยา่ง ปิดดว้ยจุกส าลีและปิดทบัดว้ยอะลูมินัม่ฟอลย์ น าไปน่ึงใน
เคร่ืองน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความดนัไอน ้าท่ีอุณหภูมิ 121o ซ เป็นเวลา 15 นาที ท้ิงใหเ้ยน็ในตูถ่้ายเช้ือ จากนั้นท าการเติม
กลา้เช้ือเร่ิมตน้ร้อยละ 15 (โดยปริมาตร) ปิดขวดดว้ย air lock ท่ีผา่นการน่ึงฆ่าเช้ือและเติมน ้ากลัน่ น าขวดหมกัท่ี
ไดไ้ปบ่มท่ีอุณหภมิู 30o ซ ท่ีอตัราการเขยา่ 100 รอบต่อนาที  เกบ็ตวัอยา่งจากขวดหมกัท่ีเวลา 0 4 8 12 16 20 24 28 
32 และ 36 ชัว่โมง ตามล าดบั น าตวัอยา่งท่ีไดไ้ปวิเคราะห์หา ความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์ ความเขม้ขน้ของมวล
เซลล ์และความเขม้ขน้ของเอทานอล  
       3.5.2.11 การศึกษาค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้ท่ีเหมาะสมท่ีมีน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 150 กรัม
ต่อลิตร และอตัราการเขยา่ 200 รอบต่อนาที 

      น าอาหารเล้ียงเช้ือสูตรอุดม ท่ีปรับความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์เท่ากบั 150 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 
300 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดรูปชมพูช่นิดพิเศษ ขนาด 500 มิลลิลิตร จากนั้นแปรผนัค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 
เร่ิมตน้เป็น 4 ระดบัคือ 5.5 6.0 6.5 และ 7.0 ตามล าดบั ดว้ย 1 โมลาร์ H2SO4 และ 1 โมลาร์ NaOH ใหท้ าตวัอยา่ง
ละ 2 ซ ้ ารวมเป็นตวัอยา่งทั้งหมดเท่ากบั 8 ตวัอยา่ง ปิดดว้ยจุกส าลีและปิดทบัดว้ยอะลูมินัม่ฟอลย์ น าไปน่ึงใน
เคร่ืองน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความดนัไอน ้าท่ีอุณหภูมิ 121o ซ เป็นเวลา 15 นาที ท้ิงใหเ้ยน็ในตูถ่้ายเช้ือ จากนั้นท าการเติม
กลา้เช้ือเร่ิมตน้ร้อยละ 15 (โดยปริมาตร) ปิดขวดดว้ย air lock ท่ีผา่นการน่ึงฆ่าเช้ือและเติมน ้ากลัน่ น าขวดหมกัท่ี
ไดไ้ปบ่มท่ีอุณหภมิู 30o ซ ท่ีอตัราการเขยา่ 200 รอบต่อนาที  เกบ็ตวัอยา่งจากขวดหมกัท่ีเวลา 0 4 8 12 16 20 24 28 
32 และ 36 ชัว่โมง ตามล าดบั น าตวัอยา่งท่ีไดไ้ปวิเคราะห์หา ความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์ ความเขม้ขน้ของมวล
เซลล ์และความเขม้ขน้ของเอทานอล 
       3.5.2.12 การศึกษาความเขม้ขน้ของน ้ าตาลรีดิวซ์ และอตัราการเขยา่ท่ีเหมาะสม ส าหรับการหมกัเพ่ือ
ผลิตเอทานอลโดยใชน้ ้ าเช่ือมท่ีมีน ้ าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 50 100 และ 150 กรัมต่อลิตร  ท่ีอตัราการเขยา่ 0 100 
และ 200 รอบต่อนาที 

      น าอาหารเล้ียงเช้ือสูตรอุดม ท่ีปรับความเขม้ขน้ของน ้ าตาลรีดิวซ์เท่ากบั 50 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 
300 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดรูปชมพูช่นิดพิเศษ ขนาด 500 มิลลิลิตร จากนั้นแปรผนัค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 
เร่ิมตน้ท่ีเหมาะสมตามขอ้ 3.5.2.3-3.5.2.5 ดว้ย 1 โมลาร์ H2SO4 และ 1 โมลาร์ NaOH ใหท้ าตวัอยา่งละ 2 ซ ้ ารวม
เป็นตวัอยา่งทั้งหมดเท่ากบั 6 ตวัอยา่ง ปิดดว้ยจุกส าลีและปิดทบัดว้ยอะลูมินัม่ฟอลย์น าไปน่ึงในเคร่ืองน่ึงฆ่าเช้ือ
ดว้ยความดนัไอน ้าท่ีอุณหภมิู 121o ซ เป็นเวลา 15 นาที ท้ิงใหเ้ยน็ในตูถ่้ายเช้ือจากนั้นท าการเติมกลา้เช้ือเร่ิมตน้ร้อย
ละ 15 (โดยปริมาตร) ปิดขวดดว้ย air lock ท่ีผา่นการน่ึงฆ่าเช้ือและเติมน ้ากลัน่ น าขวดหมกัท่ีไดไ้ปบ่มท่ีอุณหภูมิ 
30o ซ ท่ีอตัราการเขยา่ละ 2 ตวัอยา่งไดแ้ก่ 0 100 และ 200 รอบต่อนาที  เกบ็ตวัอยา่งจากขวดหมกัท่ีเวลา 0 4 8 12 
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16 20 และ 24 ชัว่โมง ตามล าดบั น าตวัอยา่งท่ีไดไ้ปวิเคราะห์หา ความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์ ความเขม้ขน้ของ
มวลเซลล ์และความเขม้ขน้ของเอทานอล 
         น าอาหารเล้ียงเช้ือสูตรอุดมท่ีปรับความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์เท่ากบั 100 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 
300 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดรูปชมพูช่นิดพิเศษ ขนาด 500 มิลลิลิตร จากนั้นแปรผนัค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 
เร่ิมตน้ท่ีเหมาะสมตามขอ้ 3.5.2.6-3.5.2.8 ตามล าดบั ดว้ย 1 โมลาร์ H2SO4 และ 1 โมลาร์ NaOH ใหท้ าตวัอยา่งละ 
2 ซ ้ ารวมเป็นตวัอยา่งทั้งหมดเท่ากบั 6 ตวัอยา่ง ปิดดว้ยจุกส าลีและปิดทบัดว้ยอะลูมินัม่ฟอลย์ น าไปน่ึงในเคร่ือง
น่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความดนัไอน ้าท่ีอุณหภูมิ 121o ซ เป็นเวลา 15 นาที ท้ิงใหเ้ยน็ในตูถ่้ายเช้ือ จากนั้นท าการเติมกลา้เช้ือ
เร่ิมตน้ร้อยละ 15 (โดยปริมาตร) ปิดขวดดว้ย air lock ท่ีผา่นการน่ึงฆ่าเช้ือและเติมน ้ากลัน่ น าขวดหมกัท่ีไดไ้ปบ่ม
ท่ีอุณหภูมิ 30o ซ ท่ีอตัราการเขยา่ละ 2 ตวัอยา่งไดแ้ก่ 0 100 และ 200 รอบต่อนาที  เกบ็ตวัอยา่งจากขวดหมกัท่ีเวลา 
0 4 8 12 16 20 และ 24 ชัว่โมง ตามล าดบั น าตวัอยา่งท่ีไดไ้ปวิเคราะห์หา ความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์ ความ
เขม้ขน้ของมวลเซลล ์และความเขม้ขน้ของเอทานอล 
               น าอาหารเล้ียงเช้ือสูตรอุดม ท่ีปรับความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์เท่ากบั 150 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 
300 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดรูปชมพูช่นิดพิเศษ ขนาด 500 มิลลิลิตร จากนั้นแปรผนัค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 
เร่ิมตน้ท่ีเหมาะสมตามขอ้ 3.5.2.9-3.5.2.11 ตามล าดบั ดว้ย 1 โมลาร์ H2SO4 และ 1 โมลาร์ NaOH ใหท้ าตวัอยา่งละ 
2 ซ ้ ารวมเป็นตวัอยา่งทั้งหมดเท่ากบั 6 ตวัอยา่ง ปิดดว้ยจุกส าลีและปิดทบัดว้ยอะลูมินัม่ฟอลย์ น าไปน่ึงในเคร่ือง
น่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความดนัไอน ้าท่ีอุณหภูมิ 121o ซ เป็นเวลา 15 นาที ท้ิงใหเ้ยน็ในตูถ่้ายเช้ือ จากนั้นท าการเติมกลา้เช้ือ
เร่ิมตน้ร้อยละ 15 (โดยปริมาตร) ปิดขวดดว้ย air lock ท่ีผา่นการน่ึงฆ่าเช้ือและเติมน ้ากลัน่ น าขวดหมกัท่ีไดไ้ปบ่ม
ท่ีอุณหภูมิ 30o ซ ท่ีอตัราการเขยา่ละ 2 ตวัอยา่งไดแ้ก่ 0 100 และ 200 รอบต่อนาที  เกบ็ตวัอยา่งจากขวดหมกัท่ีเวลา 
0 4 8 12 16 20 24 28 32 และ 36 ชัว่โมง ตามล าดบั น าตวัอยา่งท่ีไดไ้ปวิเคราะห์หา ความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์ 
ความเขม้ขน้ของมวลเซลล ์และความเขม้ขน้ของเอทานอล 
       3.5.2.13 การศึกษาหาแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสมในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรปรับต ่าในระดบัขวดเขย่า 
ขนาด 500 มิลลิลิตร 

      น าอาหารเล้ียงเช้ือสูตรปรับต ่า ท่ีปรับความเขม้ขน้ของน ้ าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ท่ีเหมาะสมตามขอ้ 
3.5.2.12 ปริมาตร 300 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดรูปชมพู่ชนิดพิเศษ ขนาด 500 มิลลิลิตร เติมแหล่งไนโตรเจนท่ี
ตอ้งการศึกษาไดแ้ก่ (NH4)2SO4 หรือ NH4Cl อยา่งละ 1 กรัมต่อลิตร และชุดควบคุมท่ีไม่เติมแหล่งไนโตรเจน  
จากนั้นปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้ท่ีเหมาะสมตามขอ้ 3.5.2.12 ดว้ย 1 โมลาร์ H2SO4 และ 1 โมลาร์ 
NaOH ใหท้ าตวัอยา่งละ 2 ซ ้ ารวมเป็นตวัอยา่งทั้งหมด 6 ตวัอยา่ง ปิดดว้ยจุกส าลี และปิดทบัดว้ยอะลูมินัม่ฟอลย์ 
น าไปน่ึงในเคร่ืองน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความดนัไอน ้าท่ีอุณหภูมิ 121o ซ เป็นเวลา 15 นาที ท้ิงใหเ้ยน็ในตูถ่้ายเช้ือ จากนั้น
ท าการเติมกลา้เช้ือเร่ิมตน้ร้อยละ 15 (โดยปริมาตร) ปิดขวดดว้ย air lock ท่ีผา่นการน่ึงฆ่าเช้ือและเติมน ้ากลัน่ น า
ขวดหมกัท่ีไดไ้ปบ่มท่ีอุณหภมิู 30o ซ โดยใชอ้ตัราการเขยา่ท่ีเหมาะสมตามขอ้ 3.5.2.12 เกบ็ตวัอยา่งจากขวดหมกัท่ี
เวลา 0 4 8 12 16 20 24 28 32 และ 36 ชัว่โมง ตามล าดบั น าตวัอยา่งท่ีไดไ้ปวิเคราะห์หา ความเขม้ขน้ของน ้าตาล
รีดิวซ์  ความเขม้ขน้ของมวลเซลล ์และความเขม้ขน้ของเอทานอล             
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      3.5.3 กำรศึกษำหำสภำวะที่เหมำะสมส ำหรับกำรหมักเพื่อผลิตเอทำนอลในอำหำรเลีย้งเช้ือสูตรปรับต ่ำใน
ถังปฎกิรณ์ชีวภำพแบบถังกวน ขนำด 5 ลติร ซ่ึงมขีั้นตอนและวธีิกำรทดลองดังนี ้
      3.5.3.1  การหมกัแบบกะ  
           ก)  การศึกษาหาความเร็วรอบของใบกวนท่ีเหมาะสม 
                             น าอาหารเล้ียงเช้ือสูตรปรับต ่าท่ีไดต้ามขอ้ 3.5.2.13 ปริมาตร 4 ลิตร ใส่ลงในถงัปฎิกรณ์ชีวภาพ
แบบถงักวน ขนาด 5 ลิตร (ภาพท่ี 8) ปิดอุปกรณ์ต่าง ๆ ของถงัดว้ยอะลูมินัม่ฟอลย์ น าไปน่ึงในเคร่ืองน่ึงฆ่าเช้ือ
ดว้ยความดนัไอน ้าท่ีอุณหภูมิ 121o ซ เป็นเวลา 30-35 นาที ท้ิงใหเ้ยน็และเช่ือมต่ออุปกรณ์ต่าง ๆ เขา้กบัเคร่ือง
ควบคุม (controller) และเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิ (cooling) จากนั้นเติมกลา้เช้ือเร่ิมตน้ร้อยละ 15 (โดยปริมาตร) 
ควบคุมอุณหภูมิภายในถงั 30o ซ ศึกษาการหมกัโดยแปรผนัความเร็วรอบของใบกวนท่ีตอ้งการศึกษาเป็น 3 ระดบั
คือ 50 100 และ 200 รอบต่อนาที ตามล าดบั ท าการเกบ็ตวัอยา่งจากถงัหมกัท่ีเวลา 0 4 8 12 16 20 24 28 32 และ 36 
ชัว่โมง ตามล าดบั น าตวัอยา่งท่ีไดไ้ปวิเคราะห์หา ความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์ ความเขม้ขน้ของมวลเซลล์ และ
ความเขม้ขน้ของเอทานอล 
                     ข)  การศึกษาหาปริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้ท่ีเหมาะสม 
                             น าอาหารเล้ียงเช้ือสูตรปรับต ่าท่ีไดต้ามขอ้ 3.5.2.13 ปริมาตร 4 ลิตร ใส่ลงในถงัปฎิกรณ์ชีวภาพ
แบบถงักวน ขนาด 5 ลิตร ปิดอุปกรณ์ต่าง ๆ ของถงัดว้ยอะลูมินัม่ฟอลย์ น าไปน่ึงในเคร่ืองน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความดนั
ไอน ้าท่ีอุณหภูมิ 121o ซ เป็นเวลา 30-35 นาที ท้ิงใหเ้ยน็และเช่ือมต่ออุปกรณ์ต่าง ๆ เขา้กบัเคร่ืองควบคุม และ
เคร่ืองควบคุมอุณหภูมิ ปรับความเร็วรอบของใบกวนท่ีเหมาะสมท่ีไดจ้ากขอ้ 3.5.3.1.1 จากนั้นเติมกลา้เช้ือเร่ิมตน้
โดยแปรผนัเป็น 3 ระดบัคือ ร้อยละ 10 15 และ 20 (โดยปริมาตร) ตามล าดบั ควบคุมอุณหภูมิภายในถงั 30o ซ ท า
การเกบ็ตวัอยา่งจากถงัหมกัท่ีเวลา 0 4 8 12 16 20 24 28 32 และ 36 ชัว่โมง ตามล าดบั น าตวัอยา่งท่ีไดไ้ปวิเคราะห์
หา ความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์ ความเขม้ขน้ของมวลเซลล ์และความเขม้ขน้ของเอทานอล 

ค)  การศึกษาการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลท่ีสภาวะความเป็นกรด-ด่าง (pH) คงท่ี  
                             น าอาหารเล้ียงเช้ือสูตรปรับต ่าท่ีไดต้ามขอ้ 3.5.2.13 ปริมาตร 4 ลิตร ใส่ลงในถงัปฎิกรณ์ชีวภาพ
แบบถงักวน ขนาด 5 ลิตร ปิดอุปกรณ์ต่าง ๆ ของถงัดว้ยอะลูมินัม่ฟอลย์ น าไปน่ึงในเคร่ืองน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความดนั
ไอน ้าท่ีอุณหภูมิ 121o ซ เป็นเวลา 30-35 นาที ท้ิงใหเ้ยน็และเช่ือมต่ออุปกรณ์ต่าง ๆ เขา้กบัเคร่ืองควบคุม และ
เคร่ืองควบคุมอุณหภูมิ ปรับความเร็วรอบของใบกวนท่ีเหมาะสมท่ีไดจ้ากขอ้ 3.5.3.1.1 จากนั้นเติมกลา้เช้ือเร่ิมตน้
ท่ีเหมาะสมท่ีไดจ้ากขอ้ 3.5.3.1.2 ท าการหมกัโดยควบคุมค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เป็น 2 ระดบัคือ 5.5 และ 6.5 
ดว้ย 2 โมลาร์ NaOH และ 1 โมลาร์ H2SO4 ควบคุมอุณหภูมิภายในถงั 30o ซ ท าการเกบ็ตวัอยา่งจากถงัหมกัท่ีเวลา 
0 4 8 12 16 20 24 28 32 และ 36 ชัว่โมง ตามล าดบั น าตวัอยา่งท่ีไดไ้ปวิเคราะห์หา ความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์ 
ความเขม้ขน้ของมวลเซลล ์และความเขม้ขน้ของเอทานอล 

      3.5.3.2  การหมกัแบบก่ึงกะ  
             น าอาหารเล้ียงเช้ือสูตรปรับต ่าท่ีไดต้ามขอ้ 3.5.2.13 ปริมาตรเร่ิมตน้ 2 ลิตร ใส่ลงในถงัปฎิกรณ์ชีวภาพ
แบบถงักวน ขนาด 5 ลิตร ปิดอุปกรณ์ต่าง ๆ ของถงัดว้ยอะลูมินัม่ฟอลย์ น าไปน่ึงในเคร่ืองน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความดนั
ไอน ้าท่ีอุณหภูมิ 121o ซ เป็นเวลา 30-35 นาที ท้ิงใหเ้ยน็และเช่ือมต่ออุปกรณ์ต่าง ๆ เขา้กบัเคร่ืองควบคุม และ
เคร่ืองควบคุมอุณหภูมิ ปรับความเร็วรอบของใบกวนท่ีเหมาะสมท่ีไดจ้ากขอ้ 3.5.3.1.1 จากนั้นเติมกลา้เช้ือเร่ิมตน้
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ท่ีเหมาะสมท่ีไดจ้ากขอ้ 3.5.3.1.2 ท าการหมกัแบบก่ึงกะ โดยใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์ทั้งหมดเท่ากบั 
200 กรัมต่อลิตร และปริมาตรสุดทา้ยของอาหารเล้ียงเช้ือเท่ากบั 4 ลิตร ขั้นตอนการเติมอาหารเล้ียงเช้ือมี 3 
รูปแบบดงัน้ีคือ 1) เติมอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีน ้ าตาลรีดิวซ์เขม้ขน้ 75 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 250 มิลลิลิตร จ านวน 8 
คร้ัง 2) เติมอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีน ้ าตาลรีดิวซ์เขม้ขน้ 150 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 500 มิลลิลิตร จ านวน 4 คร้ัง และ 3) 
เติมอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีน ้าตาลรีดิวซ์เขม้ขน้ 300 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 1 ลิตร จ านวน 2 คร้ัง ควบคุมอุณหภูมิภายใน
ถงั 30o ซ และเติมน ้าตาลรีดิวซ์ในช่วงท่ีแบคทีเรียมีการเจริญเติบโตแบบทวีคูณ ท าการเกบ็ตวัอยา่งต่อเน่ือง น า
ตวัอยา่งท่ีไดไ้ปวิเคราะห์หา ความเขม้ขน้ของน ้าตาล     รีดิวซ์ ความเขม้ขน้ของมวลเซลล์ และความเขม้ขน้ของเอ
ทานอล 

3.6 กำรวิเครำะห์ 
      3.6.1 กำรวเิครำะห์น ำ้ตำลรีดวิซ์โดยใช้กรดไดไนโตรซำลไิซลกิ (Bernfeld, 1955) 
       ปิเปตสารละลายตวัอยา่งท่ีตอ้งการหาปริมาณน ้ าตาลปริมาตร 0.1-1.0 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดแกว้ 
ส าหรับหลอด Blank ใหใ้ชน้ ้ ากลัน่แทน จากนั้นเติมสารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิกปริมาตร 1 มิลลิลิตรผสม
ใหเ้ขา้กนั น าไปตม้ในน ้าเดือดเป็นเวลา 10 นาที ในระหวา่งตม้ควรใชลู้กแกว้วางปากหลอดแกว้ ท าใหเ้ยน็โดยเร็ว 
โดยน าหลอดแกว้มาแช่ในน ้ าแข็งท่ีละลายหรือในอ่างน ้ าท่ีเปิดให้ไหลตลอดเวลา จากนั้นเติมน ้ าปริมาตร 10 
มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนัน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 520 นามโนเมตร (A520) ส าหรับกราฟ
มาตรฐานจะใชน้ ้ าตาลกลูโคสเป็นสารมาตรฐาน และน าสารละลายมาตรฐานไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 520 นา
โนเมตร ซ่ึงจะไดก้ราฟมาตรฐาน (ภาคผนวก ก) 
      3.6.2 กำรวิเครำะห์มวลเซลล์ (ดดัแปลงจำก Siva Kesava et al.,1995) 
       การวิเคราะห์มวลเซลลโ์ดยการวดัค่าการดูดกลืนแสงของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีความยาวคล่ืน 550 นามโน
เมตร (A550) และน าค่าการดูดกลืนแสงท่ีไดไ้ปเทียบกบักราฟมาตรฐานระหวา่งค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 
550 นามโนเมตร (A550) กบัความเขม้ขน้ของมวลเซลล ์(ภาคผนวก ข) ส าหรับการวิเคราะห์มวลเซลลท์ าไดด้งัน้ีคือ 
ปิเปตอาหารเล้ียงเช้ือปริมาตร 1.0-1.5 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดลองขนาดเลก็ท่ีผา่นการอบแหง้ท่ีอุณหภูมิ 80o ซ 
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จนน ้าหนกัคงท่ี จากนั้นน าหลอดทดลองไปป่ันเหวี่ยงท่ี ความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที ท่ี
อุณหภูมิ 4o ซ เป็นเวลา 10 นาที ท าการลา้งเซลลด์ว้ยน ้ากลัน่จ านวน 2 คร้ัง น าหลอดทดลองท่ีไดไ้ปอบท่ีอุณหภูมิ 
80o ซ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จนน ้าหนกัคงท่ี  
      3.6.3 กำรวเิครำะห์เอทำนอลด้วยวธีิ external standard    
       เตรียมสารละลายตวัอยา่งโดยการปิเปตสารละลายตวัอยา่งปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง
น าไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที จากนั้นกรองผา่นกระดาษกรองท่ีมีรูพรุนขนาด 0.45 ไมครอน 
น าตวัอยา่งท่ีไดป้ริมาตร 1 ไมโครลิตรฉีดเขา้เคร่ือง gas chromatography (GC รุ่น 14B) โดยสภาวะของเคร่ืองคือ 
ใชก๊้าซไนโตรเจน (N2) เป็นก๊าซตวัพา (carrier gas) ซ่ึงจะไหลผา่น injector ท่ีมีอุณหภูมิ 180o ซ ดว้ยความดนั 200 
kPa และใชก๊้าซไฮโดรเจน (H2) เป็นก๊าซเผาไหม ้(fuel gas) ร่วมกบัก๊าซออกซิเจน (O2) ท่ีความดนั 70 kPa จากนั้น
จะไหลผา่นแพคคอลมัน์ (20 % Polyethyleneglycol column) ท่ีอุณหภูมิระหวา่ง 150-220o ซ และจะไหลเขา้สู่ตวั
ตรวจวดั (flame ionization detector, FID) ท่ีมีอุณหภูมิ 250o ซ ซ่ึงสัญญาณท่ีวดัไดจ้ะถูกส่งเขา้เคร่ืองประมวลผล 
(integrator) เพื่อน าไปวเิคราะห์หาความเขม้ขน้ของเอทานอลเทียบกบักราฟมาตรฐาน  



36 
 

บทที ่4 
ผลกำรทดลอง 

 
 

4.1  กำรศึกษำเปรียบเทียบแบคทีเรีย Z. mobilis  
      4.1.1 กำรศึกษำกำรเจริญเติบโตของแบคทีเรีย Z. mobilis โดยใช้อำหำรเลีย้งเช้ือสูตร yeast extract-peptone 
glucose  
      จากการทดลอง พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุ ซ่ึงไดแ้ก่ Z. mobilis TISTR 548 และ Z. 
mobilis TISTR 1042 สามารถท่ีจะเจริญเติบโตไดอ้ยา่งรวดเร็วในอาหารเล้ียงเช้ือสูตร yeast extract-peptone 
glucose เม่ือเปรียบเทียบการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุ โดยการติดตามการเจริญเติบโต
ของแบคทีเรียจากการวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 550 นาโนเมตร (A550) และน ้าหนกัแหง้ของมวลเซลล ์
พบวา่ค่าการดูดกลืนแสงของแบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุจะมีค่าใกลเ้คียงกนัดงัแสดงในภาพท่ี 5 โดยท่ีค่า
การดูดกลืนแสงในชัว่โมงท่ี 0 ถึงชัว่โมงท่ี 3 จะมีค่าเพ่ิมสูงข้ึนเพียงเลก็นอ้ย แต่การดูดกลืนแสงของแบคทีเรีย Z. 
mobilis TISTR 548 จะมีค่าสูงกวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 1042 หลงัจากนั้นตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 6 จนกระทัง่ถึง
ชัว่โมงท่ี 12 พบวา่การดูดกลืนแสงของแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 จะมีค่าเพ่ิมสูงข้ึนอยา่งรวดเร็ว ในขณะท่ี
แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 1042 จะมีค่าการดูดกลืนแสงเพ่ิมสูงข้ึนอยา่งรวดเร็วในช่วงระหวา่งชัว่โมงท่ี 6 
จนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 15 ซ่ึงชา้กวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 รวมทั้งมีค่าการดูดกลืนแสงต ่ากวา่ในช่วง
ระหวา่งชัว่โมงท่ี 9 จนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 24 อยา่งไรกต็ามค่าการดูดกลืนแสงของแบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สาย
พนัธ์ุจะมีค่าสูงสุดท่ีระยะเวลาเท่ากนัคือ ชัว่โมงท่ี 15 ซ่ึงหลงัจากชัว่โมงท่ี 15 พบวา่ค่าการดูดกลืนแสงของ
แบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุ จะมีค่าลดลงจนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 18 และจะมีค่าค่อนขา้งคงท่ีจนกระทัง่ถึง
ชัว่โมงท่ี 24 
            เม่ือเปรียบเทียบน ้ าหนกัแห้งของมวลเซลล ์ พบวา่จะมีลกัษณะเช่นเดียวกบัค่าการดูดกลืนแสง(ภาพท่ี 6) 
ทั้งน้ีเพราะในช่วงระหวา่งชัว่โมงท่ี 0 ถึงชัว่โมงท่ี 3 แบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุจะมีความเขม้ขน้ของมวล
เซลลเ์พ่ิมสูงข้ึนเพียงเลก็นอ้ย จนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 6 พบวา่ความเขม้ขน้ของมวลเซลลข์องแบคทีเรีย Z. mobilis 
ทั้ง 2 สายพนัธ์ุจะมีค่าเพ่ิมสูงข้ึนอยา่งรวดเร็วและมีค่าใกลเ้คียงกนัในช่วงระหวา่งชัว่โมงท่ี 6 ถึงชัว่โมงท่ี 9 
หลงัจากชัว่โมงท่ี 9 พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 จะมีความเขม้ขน้ของมวลเซลลสู์งกวา่แบคทีเรีย Z. 
mobilis  TISTR 1042 เลก็นอ้ยจนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 24  
            เม่ือเปรียบเทียบค่าอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะท่ีได ้ พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุจะมีค่า
อตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะท่ีใกลเ้คียงกนัมากคือ แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 จะมีค่าเท่ากบั 0.31 ต่อชัว่โมง 
(ค านวณในช่วงระหวา่งชัว่โมงท่ี 6 ถึงชัว่โมงท่ี 9) ในขณะท่ีแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 1042 จะมีค่าเท่ากบั 0.32 
ต่อชัว่โมง (ค านวณในช่วงระหวา่งชัว่โมงท่ี 6 ถึงชัว่โมงท่ี 9) ซ่ึงมีค่าแตกต่างกนันอ้ยมาก  
 
 
 

1.0E+06

1.0E+07

1.0E+08

1.0E+09

1.0E+10

03691215182124

Time (h)

C
F
U

/
m

L

TISTR 548

TISTR 1042



37 
 

Time (h)

0 4 8 12 16 2024

Absorbance (550 nm)

0.0

.1

.2

.3

.4

.5

.6

.7

.8

.9

1.0
Z. mobilis TISTR 548

Z. mobilis TISTR 1042

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภำพที่ 5  ค่าการดูดกลืนแสง (A550) ของแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 และแบคทีเรีย Z. mobilis 
     TISTR 1042 ในอาหารเล้ียงเช้ือสูตร yeast extract-peptone glucose 
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ภำพที่ 6  น ้าหนกัแหง้ของมวลเซลลข์องแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 และแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 1042 
ในอาหารเล้ียงเช้ือสูตร yeast extract-peptone glucose 
 
       4.1.2 กำรศึกษำกำรหมักเพื่อผลิตเอทำนอลของแบคทีเรีย Z. mobilis ในอำหำรเลีย้งเช้ือสูตร cultivation 

medium (จำกวธีิของ Siva Kesava et al., 1995) 
4.1.2.1  ความเขม้ขน้ของน ้าตาลกลโูคสเร่ิมตน้เท่ากบั 50 กรัมต่อลิตร  
      จากการทดลอง พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุสามารถท่ีจะใชน้ ้ าตาลกลูโคสไดอ้ยา่ง

รวดเร็วภายใน 8 ชัว่โมงแรกของการหมกั (ภาพท่ี 7A) และหลงัจากชัว่โมงท่ี 8 พบวา่ความเขม้ขน้ของน ้าตาล
กลูโคสจะมีค่าต ่าสุดและคงท่ีตลอดระยะเวลาของการหมกั  ความเขม้ขน้ต ่าสุดของน ้าตาลกลูโคสท่ีวดัไดจ้ากการ
หมกัโดยแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 และแบคทีเรีย  Z. mobilis TISTR 1042 มีค่าเท่ากบั 2.80 และ 2.67 กรัม
ต่อลิตร ตามล าดบั โดยใชร้ะยะเวลาของการหมกัเท่ากนั 8 ชัว่โมง ส าหรับความเขม้ขน้ของเอทานอลท่ีผลิตได้ 
พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุจะผลิตเอทานอลไดใ้นความเขม้ขน้ท่ีใกลเ้คียงกนั (ภาพท่ี 7B) โดยท่ีเอ
ทานอลจะมีความเขม้ขน้เพ่ิมสูงข้ึนตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 0 ถึงชัว่โมงท่ี 8 ของการหมกัและหลงัจากชัว่โมงท่ี 8 พบวา่
ความเขม้ขน้ของเอทานอลจะมีค่าเพ่ิมสูงข้ึนอีกเพียงเล็กนอ้ยและมีค่าคงท่ีตลอดระยะเวลาของการหมกั ความ
เขม้ขน้สูงสุดของเอทานอลท่ีวดัไดจ้ากการหมกัโดยแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 และแบคทีเรีย Z. mobilis 
TISTR 1042 มีค่าเท่ากบั 23.31 และ 22.72 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั ส าหรับความเขม้ขน้ของมวลเซลลท่ี์ผลิตได  ้
พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุจะมีความเขม้ขน้ของมวลเซลลเ์พ่ิมสูงข้ึนอยา่งรวดเร็วภายใน 4 ชัว่โมง
แรกของการหมกั (ภาพท่ี 7C) อยา่งไรกต็ามความเขม้ขน้ของมวลเซลลข์องแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 1042 จะมี
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ค่าสูงกวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 เพียงเลก็นอ้ย ซ่ึงหลงัจากชัว่โมงท่ี 4 พบวา่ความเขม้ขน้ของมวลเซลล์
ของแบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุจะมีค่าเพ่ิมสูงข้ึนอีกเพียงเลก็นอ้ยและมีค่าลดลงตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 12 ซ่ึง
หลงัจากชัว่โมงท่ี 12 พบวา่ความเขม้ขน้ของมวลเซลลข์องแบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุมีค่าเพ่ิมสูงข้ึนและ
ลดลงตลอดระยะเวลาของการหมกั ความเขม้ขน้สูงสุดของมวลเซลลท่ี์วดัไดจ้ากการหมกัโดยแบคทีเรีย Z. mobilis 
TISTR 548 และแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 1042 จะมีค่าเท่ากบั 1.20 และ 1.40 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั  
             เม่ือเปรียบเทียบค่าพารามิเตอร์จลนพลศาสตร์ท่ีไดจ้ากการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอลของแบคทีเรีย Z. 
mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุ พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุมีการเจริญเติบโตอยา่งรวดเร็วในช่วงระหวา่ง
ชัว่โมงท่ี 0 ถึงชัว่โมงท่ี 4 จนไม่สามารถวดัระยะพกัตวัได ้ เม่ือเปรียบเทียบค่าอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะ พบวา่
แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 จะมีค่าเท่ากบั 0.52 ต่อชัว่โมง (ค านวณในช่วงระหวา่งชัว่โมงท่ี 0 ถึงชัว่โมงท่ี 4) 
สูงกวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 1042 ซ่ึงมีค่าเท่ากบั 0.47 ต่อชัว่โมง (ค านวณในช่วงระหวา่งชัว่โมงท่ี 0 ถึง
ชัว่โมงท่ี 4) เม่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพของการเปล่ียนน ้าตาลกลูโคส (conversion of glucose) พบวา่แบคทีเรีย 
Z. mobilis TISTR 1042 จะมีค่าสูงกวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 เพียงเลก็นอ้ย นอกจากน้ียงัพบวา่ผลได้
ของมวลเซลล ์ (cell yield) ของแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 1042 มีค่าสูงกวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 
เพียงเลก็นอ้ยเช่นเดียวกนั อยา่งไรกต็ามเม่ือเปรียบเทียบค่าผลไดข้องเอทานอล (ethanol yield) พบวา่แบคทีเรีย Z. 
mobilis TISTR 548 มีค่าเท่ากบั0.494 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้าตาลกลูโคสท่ีถูกใชไ้ป  สูงกวา่แบคทีเรีย Z. mobilis 
TISTR 1042  ซ่ึงมีค่าเท่ากบั 0.480 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้าตาลกลูโคสท่ีถูกใชไ้ปเพียงเลก็นอ้ย นอกจากน้ียงั
พบวา่ประสิทธิภาพของผลไดข้องเอทานอล (yield efficiency) จะมีค่าสูงกวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 1042 
เช่นเดียวกนั เม่ือเปรียบเทียบค่าอตัราผลผลิตของเอทานอล (ethanol productivity) พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis 
TISTR 548 จะมีค่าเท่ากบั 2.92 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง สูงกวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 1042 ซ่ึงมีค่าเท่ากบั 
2.84 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมงเพียงเลก็นอ้ย 

      จากการเปรียบเทียบค่าพารามิเตอร์จลนพลศาสตร์ท่ีไดจ้ากการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอล พบว่า
แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 จะมีผลไดข้องเอทานอลและอตัราผลผลิตของเอทานอลสูงกวา่แบคทีเรีย Z. 
mobilis TISTR 1042 ในช่วงระยะเวลาของการหมกัเท่ากนั คือ 8 ชัว่โมง ดงันั้นการเลือกใชแ้บคทีเรีย Z. mobilis 
TISTR 548 มีความเหมาะสมมากกวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 1042 ส าหรับใชใ้นการหมกัเพื่อผลิตเอทานอล
โดยใชอ้าหารเล้ียงเช้ือสูตร cultivation medium ท่ีมีน ้ าตาลกลูโคสเร่ิมตน้เท่ากบั 50 กรัมต่อลิตร (ผลไดข้องเอทา
นอลตามทฤษฎีเท่ากบั 0.51 กรัมเอทานอลต่อน ้าตาลกลโูคสท่ีถกูใชไ้ป) 
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ภำพที ่7  เปรียบเทียบการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 และ Z. mobilis  
             TISTR 1042 ในอาหารเล้ียงเช้ือสูตร cultivation medium ท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าตาลกลโูคส 
             เร่ิมตน้เท่ากบั 50 กรัมต่อลิตร 
 

4.1.2.2  ความเขม้ขน้ของน ้าตาลกลโูคสเร่ิมตน้เท่ากบั 100 กรัมต่อลิตร  
      จากการทดลอง พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุสามารถท่ีจะใชน้ ้ าตาลกลูโคสไดอ้ยา่ง

รวดเร็วภายใน 12 ชัว่โมงแรกของการหมกั (ภาพท่ี 8A) และหลงัจากชัว่โมงท่ี 12 พบวา่ความเขม้ขน้ของน ้าตาล
กลูโคสจะมีค่าลดลงถึงจุดต ่าสุดและมีค่าคงท่ีตลอดระยะเวลาของการหมกั ซ่ึงความเขม้ขน้ต ่าสุดของน ้ าตาล
กลูโคสท่ีวดัไดจ้ากการหมกัโดยแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 และแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 1042 มีค่า
เท่ากบั 3.25 และ 3.87 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั ท่ีระยะเวลาของการหมกัเท่ากบั 20 และ 16 ชัว่โมง ตามล าดบั 
ส าหรับความเขม้ขน้ของเอทานอลท่ีผลิตได้ พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 1042 จะผลิตเอทานอลอยา่ง
ต่อเน่ืองตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 0 ถึงชัว่โมงท่ี 16 และหลงัจากชัว่โมงท่ี 16 พบวา่ความเขม้ขน้ของเอทานอลจะเร่ิมมีค่า
ลดลง และมีค่าคงท่ีตลอดระยะเวลาของการหมกั ในขณะท่ีแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 จะผลิตเอทานอลได้
ในความเขม้ขน้ท่ีต ่ากวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 1042 เลก็นอ้ยและจะมีความเขม้ขน้ของเอทานอลสูงสุดท่ี
ชัว่โมงท่ี 20 และหลงัจากชัว่โมงท่ี 20 พบวา่ความเขม้ขน้ของเอทานอลจะมีค่าลดลงและคงท่ีตลอดระยะเวลาของ
การหมกั (ภาพท่ี 8B) ส าหรับความเขม้ขน้สูงสุดของเอทานอลท่ีผลิตไดจ้ากการหมกัโดยแบคทีเรีย  Z. mobilis 
TISTR 548 และแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 1042 มีค่าเท่ากบั 42.86 และ 43.27 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั ส าหรับ
ความเขม้ขน้ของมวลเซลลท่ี์ผลิตได  ้ (ภาพท่ี 8C) พบวา่ในช่วงระหวา่งชัว่โมงท่ี 0 ถึงชัว่โมงท่ี 4 แบคทีเรีย Z. 
mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุจะมีความเขม้ขน้ของมวลเซลลเ์พ่ิมสูงข้ึนเท่ากนั แต่หลงัจากชัว่โมงท่ี 4 ถึงชัว่โมงท่ี 8 
พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุจะมีความเขม้ขน้ของมวลเซลลเ์พ่ิมสูงข้ึนอยา่งรวดเร็ว ซ่ึงสูงกวา่ในช่วง
ระหวา่งชัว่โมงท่ี 0 ถึงชัว่โมงท่ี 4 อยา่งไรกต็ามในช่วงระหวา่งชัว่โมงท่ี 4 ถึงชัว่โมงท่ี 8 แบคทีเรีย Z. mobilis 



41 
 

TISTR 1042 จะมีความเขม้ขน้ของมวลเซลลสู์งกวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 ซ่ึงหลงัจากชัว่โมงท่ี 8 พบวา่
แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 จะมีความเขม้ขน้ของมวลเซลลเ์พ่ิมสูงข้ึนอีกเพียงเลก็นอ้ยจนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 
12 ในขณะท่ีแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 1042 จะมีความเขม้ขน้ของมวลเซลลสู์งท่ีสุดท่ีชัว่โมงท่ี 8 และหลงัจาก
ชัว่โมงท่ี 8 พบวา่ความเขม้ขน้ของมวลเซลลจ์ะมีค่าลดลง ซ่ึงจากการทดลองพบวา่ความเขม้ขน้ของมวลเซลลข์อง
แบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุจะมีค่าเพ่ิมสูงข้ึนและลดลงหลงัจากชัว่โมงท่ี 12 จนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 48 
ส าหรับความเขม้ขน้สูงสุดของมวลเซลลสู์งสุดท่ีผลิตไดจ้ากการหมกัโดยแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 และ
แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 1042 มีค่าเท่ากบั 1.90 และ 2.00 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั  
                เม่ือเปรียบเทียบค่าพารามิเตอร์จลนพลศาสตร์ท่ีไดจ้ากการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอลของแบคทีเรีย        
Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุ พบวา่ในช่วงระหวา่งชัว่โมงท่ี 0 ถึงชัว่โมงท่ี 4 แบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุมี
อตัราการเจริญเติบโตต ่ากวา่ในช่วงระหวา่งชัว่โมงท่ี 4 ถึงชัว่โมงท่ี 8 ดงันั้นในช่วงระหวา่งชัว่โมงท่ี 0 ถึงชัว่โมงท่ี 
4 จึงจดัเป็นระยะท่ีแบคทีเรียมีการพกัตวั อยา่งไรกต็ามท่ีช่วงระยะเวลาดงักล่าวพบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 
สายพนัธ์ุจะมีการเจริญเติบโตและเพ่ิมจ านวนซ่ึงอยู่ในระยะก่อนท่ีจะเขา้สู่ระยะท่ีมีการเจริญเติบโตแบบทวีคูณ
หรือ acceleration phase เม่ือเปรียบเทียบค่าอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะ พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 1042 
จะมีค่าเท่ากบั 0.22 ต่อชัว่โมง (ค านวณในช่วงระหวา่งชัว่โมงท่ี 4 ถึงชัว่โมงท่ี 8) สูงกวา่แบคทีเรีย Z. mobilis 
TISTR 548 ซ่ึงมีค่าเท่ากบั 0.14 ต่อชัว่โมง (ค านวณในช่วงระหวา่งชัว่โมงท่ี 4 ถึงชัว่โมงท่ี 8) เม่ือเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพของการเปล่ียนน ้าตาลกลูโคส พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 จะมีค่าสูงกวา่แบคทีเรีย Z. 
mobilis TISTR 1042 เพียงเลก็นอ้ย ส าหรับผลไดข้องมวลเซลล์ พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุจะมีค่า
ใกลเ้คียงกนัมาก อยา่งไรกต็ามเม่ือเปรียบเทียบค่าผลไดข้องเอทานอล พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 จะมี
ค่าเท่ากบั 0.443 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้าตาลกลูโคสท่ีถูกใชไ้ปต ่ากวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 1042 ซ่ึงมีค่า
เท่ากบั 0.450 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้าตาลกลูโคสท่ีถูกใชไ้ปเพียงเลก็นอ้ย รวมทั้งจะมีประสิทธิภาพของผลได้
ของเอทานอลต ่ากวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 1042 นอกจากน้ียงัพบวา่ค่าอตัราผลผลิตเอทานอลของแบคทีเรีย 
Z. mobilis TISTR 1042 (2.73 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง) มีค่าสูงกวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 (2.14 กรัมต่อ
ลิตรต่อชัว่โมง) 

      จากการเปรียบเทียบค่าพารามิเตอร์จลนพลศาสตร์ท่ีไดจ้ากการหมกัเพื่อผลิตเอทานอล พบว่า
แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 1042 จะมีผลไดข้องเอทานอลและอตัราผลผลิตของเอทานอลสูงกวา่แบคทีเรีย Z. 
mobilis TISTR 548 ดงันั้นการเลือกใชแ้บคทีเรีย Z. mobilis TISTR 1042 มีความเหมาะสมมากกวา่แบคทีเรีย Z. 
mobilis TISTR 548 ส าหรับใชใ้นการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดยใชอ้าหารเล้ียงเช้ือสูตร cultivation medium ท่ีมี
น ้าตาลกลโูคสเร่ิมตน้เท่ากบั 100 กรัมต่อลิตร 
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ภำพที ่8    เปรียบเทียบการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 และ Z. mobilis  
               TISTR 1042 ในอาหารเล้ียงเช้ือสูตร cultivation medium ท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าตาลกลโูคส 
               เร่ิมตน้เท่ากบั 100 กรัมต่อลิตร 
 

4.1.2.3  ความเขม้ขน้ของน ้าตาลกลโูคสเร่ิมตน้เท่ากบั 150 กรัมต่อลิตร  
                  จากการทดลอง พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุสามารถท่ีจะใชน้ ้ าตาลกลูโคสไดอ้ยา่ง
ต่อเน่ืองภายใน 20 ชัว่โมงแรกของการหมกั (ภาพท่ี 9A) ซ่ึงหลงัจากชัว่โมงท่ี 20 พบวา่ความเขม้ขน้ของน ้าตาล
กลูโคสจะมีค่าลดลงและมีค่าคงท่ีตลอดระยะเวลาของการหมกั ความเขม้ขน้ต ่าสุดของน ้าตาลกลูโคสท่ีวดัไดจ้าก
การหมกัของแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 และแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 1042 มีค่าเท่ากบั 4.43 และ 4.48 
กรัมต่อลิตร ตามล าดบั ท่ีระยะเวลาของการหมกัเท่ากนัคือ 20 ชัว่โมง ส าหรับความเขม้ขน้ของเอทานอลท่ีผลิตได  ้
(ภาพท่ี 9B) พบวา่ในช่วงระหวา่งชัว่โมงท่ี 0 ถึงชัว่โมงท่ี 4 แบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุจะผลิตเอทานอล
ไดค้่อนขา้งต ่า แต่หลงัจากชัว่โมงท่ี 4 พบวา่การผลิตเอทานอลของแบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุจะมีค่าเพ่ิม
สูงข้ึนอยา่งต่อเน่ืองจนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 20 ซ่ึงหลงัจากชัว่โมงท่ี 20 พบวา่ความเขม้ขน้ของเอทานอลท่ีผลิตไดจ้ะ
มีค่าลดลงเลก็นอ้ยและมีค่าคงท่ีตลอดระยะเวลาของการหมกั ส าหรับความเขม้ขน้สูงสุดของเอทานอลท่ีผลิตได้
จากการหมกัโดยแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 และแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 1042 มีค่าเท่ากบั 72.85  และ 
72.56 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั ส าหรับความเขม้ขน้ของมวลเซลลท่ี์ผลิตได ้ พบวา่ในช่วงระหวา่งชัว่โมงท่ี 0 ถึง
ชัว่โมงท่ี 4 แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 1042 จะมีความเขม้ขน้ของมวลเซลลเ์พ่ิมสูงข้ึนอยา่งรวดเร็ว และสูงกวา่
แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 ซ่ึงหลงัจากชัว่โมงท่ี 4 พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 1042 จะมีความเขม้ขน้
ของมวลเซลลค์่อนขา้งคงท่ีจนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 8 และหลงัจากชัว่โมงท่ี 8 พบวา่ความเขม้ขน้ของมวลเซลลจ์ะมี
ค่าลดลงอยา่งต่อเน่ืองจนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 32 ซ่ึงหลงัจากชัว่โมงท่ี 32 พบวา่ความเขม้ขน้ของมวลเซลลจ์ะมีค่า
ค่อนขา้งคงท่ีจนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 48 ส าหรับแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 พบวา่ในช่วงระหวา่งชัว่โมงท่ี 4 
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ถึงชัว่โมงท่ี 8 ความเขม้ขน้ของมวลเซลลจ์ะมีค่าเพ่ิมสูงข้ึนมากกวา่ในช่วงระหวา่งชัว่โมงท่ี 0 ถึงชัว่โมงท่ี 4 ซ่ึง
หลงัจากชัว่โมงท่ี 8 พบวา่ความเขม้ขน้ของมวลเซลลจ์ะมีค่าเพ่ิมสูงข้ึนอีกเพียงเลก็นอ้ยจนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 12 
และหลงัจากชัว่โมงท่ี 12 พบวา่ความเขม้ขน้ของมวลเซลลจ์ะมีค่าลดลงและเพ่ิมสูงข้ึนตลอดระยะเวลาของการ
หมกั (ภาพท่ี 9C) ส าหรับความเขม้ขน้สูงสุดของมวลเซลลท่ี์ผลิตไดจ้ากการหมกัโดยแบคทีเรีย  Z. mobilis TISTR 
548 และ Z. mobilis TISTR 1042 มีค่าเท่ากนัคือ 3.90 กรัมต่อลิตร  

      เม่ือเปรียบเทียบค่าพารามิเตอร์จลนพลศาสตร์ท่ีไดจ้ากการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอลแบคทีเรีย   Z. 
mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุ พบวา่ในช่วงระหวา่งชัว่โมงท่ี 0 ถึงชัว่โมงท่ี 4 แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 1042 จะมีการ
เจริญเติบโตอยา่งรวดเร็วจนไม่สามารถวดัระยะพกัได ้ ในขณะท่ีแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 จะมีการ
เจริญเติบโตท่ีชา้กวา่และอยูใ่นระยะ acceleration phase เม่ือเปรียบเทียบค่าอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะ พบวา่
แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 1042 จะมีค่าเท่ากบั 0.15 ต่อชัว่โมง (ค านวณในช่วงระหวา่งชัว่โมงท่ี 0 ถึงชัว่โมงท่ี 
4) สูงกวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 ซ่ึงมีค่าเท่ากบั 0.05 ต่อชัว่โมง(ค านวณในช่วงระหวา่งชัว่โมงท่ี 4 ถึง
ชัว่โมงท่ี 8) เม่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพของการเปล่ียนน ้าตาลกลโูคส พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุ
จะมีประสิทธิภาพใกลเ้คียงกนัมาก ส าหรับผลไดข้องมวลเซลล์ พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุจะมีค่า
เท่ากนัคือ 0.027 กรัมมวลเซลลต่์อกรัมน ้าตาลกลูโคสท่ีถูกใชไ้ปแต่เม่ือเปรียบเทียบค่าผลไดข้องเอทานอล พบวา่
แบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุจะมีค่าใกลเ้คียงกนัมากโดยท่ีแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 จะมีค่าเท่ากบั 
0.501 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้าตาลกลูโคสท่ีถูกใชไ้ปในขณะท่ีแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 1042 จะมีค่าเท่ากบั  
0.499 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้าตาลกลูโคสท่ีถูกใชไ้ป รวมทั้งจะมีค่าอตัราผลผลิตของเอทานอลใกลเ้คียงกนัมาก 
โดยท่ีแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 จะมีค่าเท่ากบั 3.64 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ส่วนแบคทีเรีย Z. mobilis 
TISTR 1042 มีค่าเท่ากบั 3.63 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ถึงแมว้า่จะมีค่าประสิทธิภาพของผลไดข้องเอทานอล
แตกต่างกนักต็าม  

      จากการเปรียบเทียบค่าพารามิเตอร์จลนพลศาสตร์ท่ีได้จากการหมักเพื่อผลิตเอทานอลของ
แบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุ พบวา่ค่าผลไดข้องเอทานอล และค่าอตัราผลผลิตของเอทานอลท่ีไดจ้ากการ
หมกัโดยแบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุ จะมีค่าใกลเ้คียงกนัมาก รวมทั้งค่าพารามิเตอร์จลนพลศาสตร์อ่ืน ๆ 
มีค่าไม่แตกต่างกนัอยา่งชดัเจน ดงันั้นการเลือกใชแ้บคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุสามารถท่ีจะน าไปใชใ้นการ
หมกัเพ่ือผลิตเอทานอลไดเ้ช่นเดียวกนัโดยใชอ้าหารเล้ียงเช้ือสูตร cultivation medium ท่ีมีน ้ าตาลกลูโคสเร่ิมตน้
เท่ากบั 150 กรัมต่อลิตร 
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ภำพที ่9    เปรียบเทียบการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 และ Z. mobilis  
               TISTR 1042 ในอาหารเล้ียงเช้ือสูตร cultivation medium ท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าตาลกลโูคส 
               เร่ิมตน้เท่ากบั 150 กรัมต่อลิตร 
 
 

4.1.2.4  ความเขม้ขน้ของน ้าตาลกลโูคสเร่ิมตน้เท่ากบั 200 กรัมต่อลิตร  
      จากการทดลอง พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุจะมีความสามารถในการใชน้ ้ าตาล

กลูโคสไดแ้ตกต่างกนั โดยท่ีแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 สามารถท่ีจะใชน้ ้ าตาลกลูโคสไดอ้ยา่งรวดเร็ว
ภายใน 28 ชัว่โมงแรกของการหมกั ซ่ึงหลงัจากชัว่โมงท่ี 28 พบวา่ความเขม้ขน้ของน ้าตาลกลูโคสจะมีค่าลดลง
เพียงเลก็นอ้ยจนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 48 ส าหรับแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 1042 พบวา่จะใชร้ะยะเวลาในการใช้
น ้ าตาลกลูโคสนานมากกวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 โดยท่ีความเขม้ขน้ของน ้าตาลกลูโคสจะมีค่าลดลง
อยา่งต่อเน่ืองตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 0 จนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 44 และหลงัจากชัว่โมงท่ี 44 ถึงชัว่โมงท่ี 48 พบวา่จะมีความ
เขม้ขน้ของน ้าตาลกลโูคสต ่าสุดและมีค่าคง (ภาพท่ี 10A) ส าหรับความเขม้ขน้ต ่าสุดของน ้าตาลกลูโคสท่ีวดัไดจ้าก
การหมกัโดยแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 และแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 1042 มีค่าเท่ากบัคือ 21.12 และ 
10.40 กรัมต่อลิตร ตามล าดบัท่ีระยะเวลาของการหมกั 36 และ 44 ชัว่โมง ตามล าดบั ส าหรับความเขม้ขน้ของเอทา
นอลท่ีผลิตได ้(ภาพท่ี 10B) พบวา่ในช่วงระหวา่งชัว่โมงท่ี 0 ถึงชัว่โมงท่ี 16 แบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุ
จะผลิตเอทานอลไดค้่อนขา้งต ่าซ่ึงหลงัจากชัว่โมงท่ี 16 พบวา่การผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 
548 จะเกิดข้ึนอยา่งรวดเร็วจนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 24 และหลงัจากชัว่โมงท่ี 24 พบวา่ความเขม้ขน้ของเอทานอลจะ
มีค่าเพ่ิมสูงข้ึนอีกเพียงเลก็นอ้ยและมีค่าค่อนขา้งคงท่ีจนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 48 ส าหรับแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 
1042 การผลิตเอทานอลจะเกิดข้ึนอยา่งต่อเน่ืองโดยมีความเขม้ขน้ของเอทานอลเพ่ิมสูงข้ึนจนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 
40 และหลงัจากชัว่โมงท่ี 40 พบวา่ความเขม้ขน้ของเอทานอลจะมีค่าเพ่ิมสูงข้ึนอีกเพียงเลก็นอ้ยจนกระทัง่ถึง
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ชัว่โมงท่ี 48 ส าหรับความเขม้ขน้สูงสุดของเอทานอลท่ีผลิตไดจ้ากการหมกัโดยแบคทีเรีย  Z. mobilis TISTR 548 
และแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 1042 มีค่าเท่ากบัคือ 90.90 และ 90.40 กรัมต่อลิตร ท่ีระยะเวลาของการหมกั 36 
และ 44 ชัว่โมงตามล าดบั ส าหรับความเขม้ขน้ของมวลเซลลท่ี์ผลิตได  ้(ภาพท่ี 10C) พบวา่ในช่วงระหวา่งชัว่โมงท่ี 
0 ถึงชัว่โมงท่ี 8 ความเขม้ขน้ของมวลเซลลข์องแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 จะมีค่าเพ่ิมสูงข้ึนเพียงเลก็นอ้ย 
ในขณะท่ีแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 1042 จะมีความเขม้ขน้ของมวลเซลลเ์พ่ิมสูงข้ึนอยา่งรวดเร็วในช่วงระหวา่ง
ชัว่โมงท่ี 0 ถึงชัว่โมงท่ี 4 และหลงัจากชัว่โมงท่ี 4 พบวา่ความเขม้ขน้ของมวลเซลลจ์ะมีค่าเพ่ิมสูงข้ึนอีกเพียง
เลก็นอ้ยจนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 8 ซ่ึงหลงัจากชัว่โมงท่ี 8 พบวา่ความเขม้ขน้ของมวลเซลลข์องแบคทีเรีย Z. mobilis 
ทั้ง 2 สายพนัธ์ุจะมีความเขม้ขน้ของมวลเซลลเ์พ่ิมสูงข้ึนอยา่งรวดเร็วจนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 20 และหลงัจาก
ชัว่โมงท่ี 20 พบวา่ความเขม้ขน้ของมวลเซลลข์องแบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุมีค่าค่อนขา้งคงท่ี จนกระทัง่
ถึงชัว่โมงท่ี 48 ส าหรับความเขม้ขน้สูงสุดของมวลเซลลท่ี์ผลิตไดจ้ากการหมกัโดยแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 
548 และแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 1042 มีค่าเท่ากนัคือ 3.10 กรัมต่อลิตร  
                    เม่ือเปรียบเทียบค่าพารามิเตอร์จลนพลศาสตร์ท่ีไดจ้ากการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอลของแบคทีเรีย Z. 
mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุ พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุจะมีระยะพกัตวัประมาณ 4 ชัว่โมง เม่ือ
เปรียบเทียบค่าอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะ พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 1042 จะมีค่าเท่ากบั 0.13 ต่อ
ชัว่โมง (ค านวณในช่วงระหวา่งชัว่โมงท่ี 8 ถึงชัว่โมงท่ี 16) สูงกวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 ซ่ึงมีค่าเท่ากบั 
0.09 ต่อชัว่โมง (ค านวณในช่วงระหวา่งชัว่โมงท่ี 8 ถึงชัว่โมงท่ี 20) เพียงเลก็นอ้ย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภำพที่ 10  เปรียบเทียบการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 และ Z. mobilis  
               TISTR 1042 ในอาหารเล้ียงเช้ือสูตร cultivation medium ท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าตาลกลูโคส 
               เร่ิมตน้เท่ากบั 200 กรัมต่อลิตร 
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      เม่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพของการเปล่ียนน ้าตาลกลูโคส พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 
1042 จะมีค่าสูงกวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 แต่ส าหรับผลไดข้องมวลเซลล ์พบวา่แบคทีเรีย        Z. 
mobilis TISTR 548 จะมีค่าสูงกวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 1042 เม่ือเปรียบเทียบผลไดข้องเอทานอล พบวา่
แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 จะมีค่าเท่ากบั 0.508 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้ าตาลกลูโคสท่ีถูกใชไ้ปสูงกวา่
แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 1042 ซ่ึงมีค่าเท่ากบั 0.477 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้าตาลกลูโคสท่ีถูกใชไ้ป ส าหรับ
อตัราผลผลิตของเอทานอล พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 จะมีค่าเท่ากบั 2.53 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง สูง
กวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 1042 ซ่ึงมีค่าเท่ากบั 2.05 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง 

      จากการเปรียบเทียบค่าพารามิเตอร์จลนพลศาสตร์ท่ีไดจ้ากการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอล พบว่า
แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 จะมีค่าผลไดข้องเอทานอลและค่าอตัราผลผลิตของเอทานอลสูงกวา่แบคทีเรีย Z. 
mobilis TISTR 1042 ดงันั้นการเลือกใชแ้บคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 จึงมีความเหมาะสมมากกวา่แบคทีเรีย Z. 
mobilis TISTR 1042 ส าหรับใชใ้นการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอลโดยใชอ้าหารเล้ียงเช้ือสูตร cultivation medium ท่ีมี
น ้าตาลกลโูคสเร่ิมตน้เท่ากบั 200 กรัมต่อลิตร 
                  จากการศึกษาเปรียบเทียบแบคทีเรีย Z. mobilis จ านวน 2 สายพนัธ์ุ ซ่ึงไดแ้ก่แบคทีเรีย         Z. mobilis 
TISTR 548 และ Z. mobilis TISTR 1042 โดยการศึกษาการเจริญเติบโตในอาหารเล้ียงเช้ือสูตร yeast extract-
peptone glucose พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุมีการเจริญเติบโตไดใ้กลเ้คียงกนั เม่ือเปรียบเทียบการ
หมกัเพ่ือผลิตเอทานอลในอาหารเล้ียงเช้ือสูตร cultivation medium ท่ีมีน ้ าตาลกลูโคสเร่ิมตน้แตกต่างกนั 4 ระดบั
คือ 50 100 150 และ 200 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั เม่ือพิจารณาผลไดข้องเอทานอลท่ีไดจ้ากการหมกัโดยแบคทีเรีย 
Z. mobilis TISTR 548 ท่ีความเขม้ขน้ของน ้าตาลกลูโคสเร่ิมตน้เท่ากบั 50 100 150 และ 200 กรัมต่อลิตร จะมีค่า
เท่ากบั 0.494 0.443 0.501 และ 0.508 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้าตาลกลูโคสท่ีถูกใชไ้ปตามล าดบั ส่วนแบคทีเรีย Z. 
mobilis TISTR 1042 จะมีค่าเท่ากบั 0.480 0.450 0.499 และ 0.477 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้าตาลกลูโคสท่ีถูกใชไ้ป
ตามล าดบั และเม่ือเปรียบเทียบค่าอตัราผลผลิตของเอทานอลท่ีไดจ้ากการหมกัโดยแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 
548 พบวา่จะมีค่าเท่ากบั 2.92 2.13 3.64 และ 2.53 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมงตามล าดบั ส่วนแบคทีเรีย Z. mobilis 
TISTR 1042 จะมีค่าเท่ากบั 2.84 2.73 3.63 และ 2.05 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมงตามล าดบั จากการเปรียบเทียบค่า
ผลไดข้องเอทานอลและอตัราผลผลิตของเอทานอล พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 มีความสามารถในการ
ผลิตเอทานอลไดสู้งกวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 1042 ทั้งน้ีเพราะค่าผลไดข้องเอทานอลและค่าอตัราผลผลิต
ของเอทานอลมีค่าค่อนขา้งสูงกวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 1042 ถึงแมจ้ะมีผลไดข้องเอทานอลและอตัรา
ผลผลิตของเอทานอลต ่ากวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 1042 ท่ีความเขม้ขน้ของน ้าตาลกลูโคสเร่ิมตน้เท่ากบั 
100 กรัมต่อลิตร แต่เม่ือพิจารณาแนวโนม้ในการผลิตเอทานอล พบวา่การเลือกใชแ้บคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 
มีแนวโนม้ท่ีดีกวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 1042 ดงันั้นในการศึกษาขั้นตอนต่อไปจะเลือกใชเ้ฉพาะแบคทีเรีย 
Z. mobilis TISTR 548 เพียงสายพนัธ์ุเดียว 
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4.2 กำรศึกษำหำสภำวะที่เหมำะสมส ำหรับใช้ในกำรหมักเพือ่ผลติเอทำนอลจำกน ้ำเช่ือมที่ได้จำกกำร

ย่อยกำกมันส ำปะหลงัในอำหำรเลีย้งเช้ือสูตรอุดม ดัดแปลงสูตรจำกวิธีของ Siva Kesava et al. 
(1995) ในระดับขวดเขย่ำ ขนำด 500 มิลลลิติร 
      4.2.1 กำรศึกษำค่ำควำมเป็นกรด-ด่ำง (pH) เร่ิมต้นที่เหมำะสมที่มีน ำ้ตำลรีดิวซ์เร่ิมต้นเท่ำกบั 50 กรัมต่อลติร 
และอตัรำกำรเขย่ำ 0 รอบต่อนำท ี 
      จากการทดลอง พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 สามารถท่ีจะใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์ของทุกค่าความเป็น
กรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้ไดอ้ยา่งรวดเร็วภายใน 8 ชัว่โมงแรกของการหมกั (ภาพท่ี 11A) ซ่ึงหลงัจากชัว่โมงท่ี 8 
พบวา่ทุกค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้จะมีความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์ลดลงอีกเพียงเลก็นอ้ยและมีค่าคงท่ี
ตลอดระยะเวลาของการหมกั ส าหรับความเขม้ขน้ต ่าสุดของน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีวดัไดจ้ากการหมกัท่ีค่าความเป็นกรด-
ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 6.0 6.5 และ 7.0 มีค่าเท่ากบั 3.64 3.37 3.71 และ 3.19 กรัมต่อลิตรตามล าดบั ท่ี
ระยะเวลาของการหมกัเท่ากนัคือ 8 ชัว่โมง ส าหรับความเขม้ขน้ของเอทานอลท่ีผลิตได ้พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis 
TISTR 548 สามารถท่ีจะผลิตเอทานอลไดอ้ยา่งต่อเน่ืองตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 0 จนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 8 ของทุกค่าความ
เป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้ ซ่ึงหลงัจากชัว่โมงท่ี 8 พบวา่ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 จะมีความ
เขม้ขน้ของเอทานอลเพ่ิมสูงข้ึนอีกเพียงเลก็นอ้ย ในขณะท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้อ่ืน ๆ จะมีค่า
ค่อนขา้งคงท่ีตลอดระยะเวลาของการหมกั (ภาพท่ี 11B) ส าหรับความเขม้ขน้สูงสุดของเอทานอลท่ีผลิตไดจ้ากการ
หมกัท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 6.0 6.5 และ 7.0 มีค่าเท่ากบั 21.90 20.13 20.38 และ 20.98 
กรัมต่อลิตรตามล าดบั ส าหรับความเขม้ขน้ของมวลเซลลท่ี์ผลิตได้ พบวา่ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้
เท่ากบั 7.0 จะมีความเขม้ขน้ของมวลเซลลเ์พ่ิมสูงข้ึนอยา่งรวดเร็วภายใน 4 ชัว่โมงแรกของการหมกั (ภาพท่ี 11C) 
ในขณะท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้อ่ืน ๆ จะมีความเขม้ขน้ของมวลเซลลเ์พ่ิมสูงข้ึนอยา่งต่อเน่ืองภายใน 8 
ชัว่โมง ซ่ึงหลงัจากชัว่โมงท่ี 8 พบวา่ทุกค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้จะมีความเขม้ขน้ของมวลเซลลล์ดลง
จนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 16 และหลงัจากชัว่โมงท่ี 16 พบวา่จะมีความเขม้ขน้ของมวลเซลลค์งท่ีตลอดระยะเวลาของ
การหมกั ส าหรับความเขม้ขน้สูงสุดของมวลเซลลท่ี์ผลิตไดจ้ากการหมกัท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้
เท่ากบั 5.5 6.0 6.5 และ 7.0 มีค่าเท่ากบั 2.74 2.87 2.68 และ 2.38 กรัมต่อลิตรตามล าดบั  

เม่ือเปรียบเทียบค่าพารามิเตอร์จลนพลศาสตร์ท่ีไดจ้ากการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอล พบว่าแบคทีเรีย Z. 
mobilis TISTR 548 จะมีการเจริญเติบโตอยา่งรวดเร็วภายใน 4 ชัว่โมงแรกของการหมกัท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 
เร่ิมตน้เท่ากบั 7.0 ในขณะท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้อ่ืน ๆ จะมีการเจริญเติบโตอยา่งรวดเร็วภายใน 8 ชัว่โมง 
ซ่ึงพบว่าแบคทีเรียจะไม่มีระยะพกัตวั เม่ือเปรียบเทียบค่าอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะ พบว่าท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง 
(pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 7.0 จะมีค่าสูงท่ีสุดคือ 0.29 ต่อชัว่โมง (ค านวณในช่วงระหว่างชัว่โมงท่ี 0 ถึงชัว่โมงท่ี 4) เม่ือ
เปรียบเทียบประสิทธิภาพของการเปล่ียนน ้าตาลรีดิวซ์ พบว่าท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 7.0 จะมีค่าสูง
ท่ีสุดคือร้อยละ 93.62 ของน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ ส าหรับผลไดข้องมวลเซลล์ พบว่าท่ีความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้
เท่ากบั 5.5 6.0 และ 6.5 จะมีค่าใกลเ้คียงกนัซ่ึงมีค่าเท่ากบั 0.059 0.062 และ 0.058 กรัมมวลเซลลต่์อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ี
ถูกใชไ้ปตามล าดบั ส่วนท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 7.0 จะมีค่าต ่าสุดคือ 0.051 กรัมมวลเซลลต่์อกรัม
น ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป เม่ือเปรียบเทียบผลไดข้องเอทานอล พบวา่ท่ีความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 จะมีค่า



48 
 

Reducing sugar (g/l)

0

10

20

30

40

50

Ethanol (g/l)

0

10

20

pH 5.5

pH 6.0

pH 6.5

pH 7.0

Time (h)

0 4 812162024

Cell (g/l)

.1

1

15A

15B

15C

สูงท่ีสุดคือ 0.472 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป ส าหรับค่าอตัราผลผลิตของเอทานอล พบว่าท่ีค่าความ
เป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 จะมีค่าสูงท่ีสุดคือ 2.74 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง 

จากการเปรียบเทียบค่าพารามิเตอร์จลนพลศาสตร์ท่ีไดจ้ากการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอล พบว่าท่ีค่าความเป็น
กรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 จะมีค่าผลไดข้องเอทานอล และค่าอตัราผลผลิตของ
เอทานอลสูงกวา่ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้อ่ืน ๆ ดงันั้นจึงเป็นค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้ท่ีเหมาะสม 
ส าหรับน ามาใชใ้นการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอลท่ีมีน ้ าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 50 กรัมต่อลิตร และท่ีอตัราการเขยา่
เท่ากบั 0 รอบต่อนาที 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภำพที่ 11  เปรียบเทียบการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 ในอาหารเล้ียง 
               เช้ือสูตรอุดม ท่ีมีน ้ าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 50 กรัมต่อลิตร ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH)  
               เร่ิมตน้ 5.5 6.0 6.5 และ 7.0 ท่ีอตัราการเขยา่ 0 รอบต่อนาที 
 
      4.2.2 กำรศึกษำค่ำควำมเป็นกรด-ด่ำง (pH) เร่ิมต้นที่เหมำะสมที่มีน ำ้ตำลรีดิวซ์เร่ิมต้นเท่ำกบั 50 กรัมต่อลติร 
และอตัรำกำรเขย่ำ 100 รอบต่อนำท ี
       จากการทดลอง พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 สามารถท่ีจะใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์ของทุกค่าความเป็น
กรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้ไดอ้ยา่งรวดเร็วภายใน 8 ชัว่โมงแรกของการหมกั (ภาพท่ี 12A) และหลงัจากชัว่โมงท่ี 8 
พบวา่ความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์จะมีค่าลดลงเพียงเลก็นอ้ยและมีค่าคงท่ีตลอดระยะเวลาของการหมกั ส าหรับ
ความเขม้ขน้ต ่าสุดของน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีวดัไดจ้ากการหมกัท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 6.0 6.5 
และ 7.0 มีค่าเท่ากบั 9.55 5.00 5.56 และ 5.88 กรัมต่อลิตรตามล าดบั ท่ีระยะเวลาของการหมกัเท่ากนัคือ 8 ชัว่โมง 
ส าหรับความเขม้ขน้ของเอทานอลท่ีผลิตได ้พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 สามารถท่ีจะผลิตเอทานอลได้
อยา่งต่อเน่ืองตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 0 จนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 8 ของทุกค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้ ซ่ึงหลงัจาก
ชัว่โมงท่ี 8 พบวา่ความเขม้ขน้ของเอทานอลจะมีค่าคงท่ีตลอดระยะเวลาของการหมกั (ภาพท่ี 12B) ส าหรับความ
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เขม้ขน้สูงสุดของเอทานอลท่ีผลิตไดจ้ากการหมกัท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 6.0 6.5 และ 7.0 
มีค่าเท่ากบั 20.43 18.33 20.80 และ 20.46 กรัมต่อลิตรตามล าดบั  ส าหรับความเขม้ขน้ของมวลเซลลท่ี์ผลิตได  ้
พบวา่ทุกค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้จะมีความเขม้ขน้ของมวลเซลลเ์พ่ิมข้ึนอยา่งต่อเน่ืองภายใน 8 ชัว่โมง
แรกของการหมกั (ภาพท่ี 12C) ซ่ึงหลงัจากชัว่โมงท่ี 8 พบวา่ทุกค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้จะมีค่าคงท่ีและ
ไม่เปล่ียนแปลงตลอดระยะเวลาของการหมกั ความเขม้ขน้สูงสุดของมวลเซลลท่ี์ผลิตไดจ้ากการหมกัท่ีค่าความ
เป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 6.0 6.5 และ 7.0 มีค่าเท่ากบั 1.92 1.69 2.53 และ 1.97 กรัมต่อลิตรตามล าดบั  

เม่ือเปรียบเทียบค่าพารามิเตอร์จลนพลศาสตร์ท่ีไดจ้ากการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอล พบวา่แบคทีเรีย Z. 
mobilis TISTR 548 จะมีการเจริญเติบโตอยา่งรวดเร็วในช่วงระหวา่งชัว่โมงท่ี 0 ถึง 8 โดยไม่พบระยะพกัตวัของ
แบคทีเรีย เม่ือเปรียบเทียบค่าอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะ พบวา่ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 6.5 
จะมีค่าสูงท่ีสุดคือ 0.22 ต่อชัว่โมง (ค านวณในช่วงระหวา่งชัว่โมงท่ี 0 ถึงชัว่โมงท่ี 8) สูงกวา่ท่ีค่าความเป็นกรด-
ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 7.0 6.0 และ 5.5 ซ่ึงมีค่าเท่ากบั 0.19 0.15 และ 0.16 ต่อชัว่โมงตามล าดบั (ทั้ง 3 ค่าค  านวณ
ในช่วงระหวา่งชัว่โมงท่ี 0 ถึงชัว่โมงท่ี 8) เม่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพของการเปล่ียนน ้าตาลรีดิวซ์ พบวา่ท่ีค่า
ความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 6.0 จะใหค้่าสูงท่ีสุดคือร้อยละ 90.00 ของน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ ส าหรับ
ผลไดข้องมวลเซลล ์พบวา่ท่ีความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 6.5 จะมีค่าสูงท่ีสุดคือ 0.057 กรัมมวลเซลลต่์อ
กรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป ในขณะท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้อ่ืน ๆ จะมีค่าระหวา่ง 0.038-0.048 กรัม
มวลเซลลต่์อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป เม่ือเปรียบเทียบผลไดข้องเอทานอล พบวา่ท่ีความเป็นกรด-ด่าง (pH) 
เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 จะมีค่าสูงท่ีสุดคือ 0.505 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป ส่วนท่ีค่าความเป็นกรด-
ด่าง (pH) เร่ิมตน้อ่ืน ๆ จะมีค่าระหวา่ง 0.407-0.468กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป เม่ือเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพของผลไดข้องเอทานอล พบวา่ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 จะมีค่าสูงท่ีสุดคือร้อย
ละ 99.02 ของค่าท่ีไดต้ามทฤษฎี แต่ส าหรับท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้อ่ืน ๆ จะมีค่าระหวา่งร้อยละ 
79.80-91.76 ของค่าท่ีไดต้ามทฤษฎี ส าหรับค่าอตัราผลผลิตของเอทานอล พบวา่ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 
เร่ิมตน้เท่ากบั 6.5 จะมีค่าสูงท่ีสุดคือ 2.60 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง  ซ่ึงสูงกวา่ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้
เท่ากบั 5.5 และ 7.0 เพียงเลก็นอ้ย ในขณะท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 6.0 จะมีค่าต ่าท่ีสุดคือ 1.92 
กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง 

จากการเปรียบเทียบค่าพารามิเตอร์จลนพลศาสตร์ท่ีไดจ้ากการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอล พบวา่ท่ีค่าความ
เป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 จะมีค่าผลไดข้องเอทานอลสูงกวา่ท่ีค่า
ความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้อ่ืน ๆ และมีค่าอตัราผลผลิตของเอทานอลมากเพียงพอ ซ่ึงมีค่าต ่ากวา่ค่าสูงท่ีสุด
เพียงเลก็นอ้ย ดงันั้นการเลือกใชค้่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 จึงมีความเหมาะสมท่ีสุดส าหรับใช้
ในการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอลท่ีมีน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 50 กรัมต่อลิตร และท่ีอตัราการเขยา่เท่ากบั 100 รอบ
ต่อนาที 
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ภำพที ่12  เปรียบเทียบการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 ในอาหารเล้ียง 
               เช้ือสูตรอุดม ท่ีมีน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 50 กรัมต่อลิตร ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH)  
               เร่ิมตน้ 5.5 6.0 6.5 และ 7.0 ท่ีอตัราการเขยา่ 100 รอบต่อนาที 
 
      4.2.3 กำรศึกษำค่ำควำมเป็นกรด-ด่ำง (pH) เร่ิมต้นที่เหมำะสมที่มีน ำ้ตำลรีดิวซ์เร่ิมต้นเท่ำกบั 50 กรัมต่อลติร 
และอตัรำกำรเขย่ำ 200 รอบต่อนำท ี
       จากการทดลอง พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 สามารถท่ีจะใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์ของทุกค่าความเป็น
กรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้ไดอ้ยา่งรวดเร็วภายใน 8 ชัว่โมงแรกของการหมกั (ภาพท่ี 13A) และหลงัจากชัว่โมงท่ี 8 
พบวา่ความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์จะมีค่าลดลงเพียงเลก็นอ้ยและมีค่าคงท่ีตลอดระยะเวลาของการหมกั ส าหรับ
ความเขม้ขน้ต ่าสุดของน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีวดัไดจ้ากการหมกัท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 6.0 6.5 
และ 7.0 มีค่าเท่ากบั 3.56 4.06 3.61 และ 3.97 กรัมต่อลิตรตามล าดบั ท่ีระยะเวลาของการหมกัเท่ากนัคือ 8 ชัว่โมง 
ส าหรับความเขม้ขน้ของเอทานอลท่ีผลิตได ้พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 สามารถท่ีจะผลิตเอทานอลได้
อยา่งต่อเน่ืองตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 0 จนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 8 ของทุกค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้ ซ่ึงหลงัจาก
ชัว่โมงท่ี 8 พบวา่ทุกค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้จะมีค่าความเขม้ขน้ของเอทานอลค่อนขา้งคงท่ีตลอด
ระยะเวลาของการหมกั (ภาพท่ี 13B) ส าหรับความเขม้ขน้สูงสุดของเอทานอลท่ีผลิตไดจ้ากการหมกัท่ีค่าความเป็น
กรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 6.0 6.5 และ 7.0 มีค่าเท่ากบั 20.89 20.64 18.05 และ 18.00 กรัมต่อลิตรตามล าดบั 
ส าหรับความเขม้ขน้ของมวลเซลลท่ี์ผลิตได ้พบวา่ทุกค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้จะมีความเขม้ขน้ของมวล
เซลลเ์พ่ิมสูงข้ึนอยา่งต่อเน่ืองภายใน 8 ชัว่โมงแรกของการหมกั (ภาพท่ี 13C) ซ่ึงหลงัจากชัว่โมงท่ี 8 พบว่าทุกค่า
ความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้จะมีความเขม้ขน้ของมวลเซลลค์งท่ีและไม่เปล่ียนแปลงตลอดระยะเวลาของการหมกั 
ส าหรับความเขม้ขน้สูงสุดของมวลเซลลท่ี์ผลิตไดจ้ากการหมกัท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 6.0 6.5 
และ 7.0 มีค่าเท่ากบั 1.83 1.75 1.85 และ 1.84 กรัมต่อลิตรตามล าดบั  
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 เม่ือเปรียบเทียบค่าพารามิเตอร์จลนพลศาสตร์ท่ีไดจ้ากการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอล พบว่าแบคทีเรีย Z. 
mobilis TISTR 548 จะมีการเจริญเติบโตอยา่งรวดเร็วในช่วงระหว่างชัว่โมงท่ี 0 ถึงชัว่โมงท่ี 4 โดยไม่พบระยะพกัตวั
ของแบคทีเรีย เม่ือเปรียบเทียบค่าอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะ พบว่าท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 6.5 
จะมีค่าเท่ากบั 0.23 ต่อชัว่โมง สูงกว่าท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 7.0 6.0 และ 5.5 ซ่ึงมีค่าเท่ากบั 0.22 
0.20 และ 0.20 ต่อชัว่โมง (ทั้ง 4 ค่าค านวณในช่วงระหว่างชัว่โมงท่ี 0 ถึงชัว่โมงท่ี 4) ตามล าดบั เม่ือเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพของการเปล่ียนน ้าตาลรีดิวซ์ พบว่าท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 จะค่าสูงท่ีสุดคือร้อย
ละ 92.88 ของน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ ส าหรับท่ีความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้อ่ืน ๆ จะมีค่าระหว่างร้อยละ 91.88-92.78 
ของน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ ส าหรับผลไดข้องมวลเซลล์ พบว่าท่ีความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 6.5 และ 7.0 จะมี
ค่าเท่ากนัและมีค่าสูงท่ีสุดคือ 0.040 กรัมมวลเซลลต่์อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป ในขณะท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 
เร่ิมตน้อ่ืน ๆ จะมีค่ามากกวา่ระหวา่ง 0.038-0.039 กรัมมวลเซลลต่์อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป เม่ือเปรียบเทียบผลได้
ของเอทานอล พบวา่ท่ีความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 และ 6.0 มีค่าเท่ากนัและมีค่าสูงท่ีสุดคือ 0.450 กรัมเอ
ทานอลต่อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป ส่วนท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้อ่ืน ๆ จะมีค่าระหว่าง 0.389-0.391 
กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป เม่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพของผลไดข้องเอทานอล พบว่าท่ีค่าความ
เป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 และ 6.0 จะมีค่าเท่ากนัและมีค่าสูงท่ีสุดคือร้อยละ 88.22 ของค่าท่ีไดต้ามทฤษฎี 
ส าหรับท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้อ่ืน ๆ จะมีค่าระหว่าง 76.27-76.67 ของค่าท่ีไดต้ามทฤษฎี  ส าหรับค่าอตัรา
ผลผลิตของเอทานอล  พบว่าท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 จะมีค่าสูงท่ีสุดคือ 2.61 กรัมต่อลิตรต่อ
ชัว่โมง ซ่ึงสูงกว่าท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 6.0 เพียงเลก็นอ้ย ในขณะท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 
เร่ิมตน้เท่ากบั 6.5 และ 7.0 จะมีค่าใกลเ้คียงกนัคือ 2.25 และ 2.26 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมงตามล าดบั 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
ภำพที่ 13  เปรียบเทียบการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 ในอาหารเล้ียง 
               เช้ือสูตรอุดม ท่ีมีน ้ าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 50 กรัมต่อลิตร ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH)  
               เร่ิมตน้ 5.5 6.0 6.5 และ 7.0 ท่ีอตัราการเขยา่ 200 รอบต่อนาที 
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 จากการเปรียบเทียบค่าพารามิเตอร์จลนพลศาสตร์ท่ีไดจ้ากการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอล พบวา่ท่ีค่าความ
เป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 และ 6.0 แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 จะมีค่าผลไดข้องเอทานอลเท่ากนั 
และมีค่าอตัราผลผลิตของเอทานอลท่ีใกลเ้คียงกนัมาก ดงันั้นการเลือกใชค้่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 
5.5 และ 6.0 จึงมีความเหมาะสมท่ีสุด ส าหรับใชใ้นการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอลท่ีมีน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 50 
กรัมต่อลิตร และท่ีอตัราการเขยา่เท่ากบั 200 รอบต่อนาที 
 
      4.2.4 กำรศึกษำค่ำควำมเป็นกรด-ด่ำง (pH) เร่ิมต้นที่เหมำะสมที่มีน ำ้ตำลรีดิวซ์เร่ิมต้นเท่ำกบั 100 กรัมต่อลติร 
และอตัรำกำรเขย่ำ 0 รอบต่อนำท ี 
       จากการทดลอง พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 สามารถท่ีจะใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์ของทุกค่าความเป็น
กรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้ไดอ้ยา่งรวดเร็วภายใน 12 ชัว่โมงแรกของการหมกั (ภาพท่ี 14A) และหลงัจากชัว่โมงท่ี 12 
พบวา่ความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์จะมีค่าลดลงเพียงเลก็นอ้ยและมีค่าคงท่ีตลอดระยะเวลาของการหมกั ส าหรับ
ความเขม้ขน้ต ่าสุดของน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีวดัไดจ้ากการหมกัท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 6.0 6.5 
และ 7.0 มีค่าเท่ากบั 4.41 4.41 4.86 และ 4.21 กรัมต่อลิตรตามล าดบั ท่ีระยะเวลาของการหมกัเท่ากนัคือ 12 ชัว่โมง 
ส าหรับความเขม้ขน้ของเอทานอลท่ีผลิตได ้พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 สามารถท่ีจะผลิตเอทานอลได้
อยา่งต่อเน่ืองตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 0 จนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 12 ของทุกค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้ ซ่ึงหลงัจาก
ชัว่โมงท่ี 12 พบวา่ทุกค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้จะมีค่าความเขม้ขน้ของเอทานอลค่อนขา้งคงท่ีตลอด
ระยะเวลาของการหมกั (ภาพท่ี 14B) ส าหรับความเขม้ขน้สูงสุดของเอทานอลท่ีผลิตไดจ้ากการหมกัท่ีค่าความเป็น
กรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 6.0 6.5 และ 7.0 มีค่าเท่ากบั 42.02 41.88 41.90 และ 40.38 กรัมต่อลิตรตามล าดบั 
ส าหรับความเขม้ขน้ของมวลเซลลท่ี์ผลิตได ้พบวา่ทุกค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้จะมีความเขม้ขน้ของมวล
เซลลเ์พ่ิมสูงข้ึนอยา่งต่อเน่ืองภายใน 8 ชัว่โมงแรกของการหมกั (ภาพท่ี 14C) ซ่ึงหลงัจากชัว่โมงท่ี 8 พบวา่ทุกค่า
ความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้จะมีค่าคงท่ีและไม่เปล่ียนแปลงตลอดระยะเวลาของการหมกั ความเขม้ขน้สูงสุด
ของมวลเซลลท่ี์ผลิตไดจ้ากการหมกัท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 6.0 6.5 และ 7.0 มีค่าเท่ากบั 
2.71 2.72 2.79 และ 2.24 กรัมต่อลิตรตามล าดบั 
       เม่ือเปรียบเทียบค่าพารามิเตอร์จลนพลศาสตร์ท่ีไดจ้ากการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอล พบวา่แบคทีเรีย Z. 
mobilis TISTR 548 จะมีการเจริญเติบโตอยา่งรวดเร็วในช่วงระหวา่งชัว่โมงท่ี 0 ถึงชัว่โมงท่ี 8 โดยไม่พบระยะพกั
ตวัของแบคทีเรีย เม่ือเปรียบค่าอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะ พบวา่ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 6.5 
จะมีค่าเท่ากบั 0.22 ต่อชัว่โมง สูงกวา่ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 7.0 6.0 และ 5.5 ซ่ึงมีค่าเท่ากบั 
0.21 0.21 และ 0.20 ต่อชัว่โมง (ทั้ง 4 ค่าค  านวณในช่วงระหวา่งชัว่โมงท่ี 0 ถึงชัว่โมงท่ี 8) ตามล าดบั เม่ือ
เปรียบเทียบประสิทธิภาพของการเปล่ียนน ้าตาลรีดิวซ์ พบวา่ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 7.0 จะมี
ค่าสูงท่ีสุดคือร้อยละ 95.79 ของน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ ในขณะท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้อ่ืน ๆ จะมีค่า
ระหวา่งร้อยละ 95.14-95.59  ของน ้ าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ ส าหรับผลไดข้องมวลเซลล์ พบวา่ท่ีความเป็นกรด-ด่าง 
(pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 6.0 และ 6.5 จะมีค่าใกลเ้คียงกนัมากซ่ึงมีค่าระหวา่ง 0.028-0.029 กรัมมวลเซลลต่์อกรัม
น ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป ในขณะท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 7.0 จะมีค่าต ่าสุดคือ 0.023 กรัมมวล
เซลลต่์อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป เม่ือเปรียบเทียบผลไดข้องเอทานอล พบวา่ท่ีความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้
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เท่ากบั 5.5 และ 6.5 จะมีค่าเท่ากนัและมีค่าสูงท่ีสุดคือ 0.440 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป และมี
ค่าใกลเ้คียงกบัค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 6.0 ท่ีมีค่าเท่ากบั 0.438 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้าตาล
รีดิวซ์ท่ีถกูใชไ้ป ส าหรับท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 7.0 จะมีค่าต ่าท่ีสุดซ่ึงมีค่าเท่ากบั 0.422 กรัมเอ
ทานอลต่อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถกูใชไ้ป เม่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพของผลไดข้องเอทานอล พบวา่ท่ีค่าความเป็น
กรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 และ 6.5 จะมีค่าเท่ากนัและมีค่าสูงท่ีสุดคือร้อยละ 86.28 ของค่าท่ีไดต้ามทฤษฎี  
ส าหรับค่าอตัราผลผลิตของเอทานอล พบวา่ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 6.0 และ 6.5 จะมีค่า
ใกลเ้คียงกนัมากซ่ึงมีค่าระหวา่ง 3.49-3.50 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ซ่ึงสูงกวา่ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้
เท่ากบั 7.0 ท่ีมีค่าต ่าสุดคือ 3.37 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง  

จากการเปรียบเทียบค่าพารามิเตอร์จลนพลศาสตร์ท่ีไดจ้ากการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอล พบวา่ท่ีค่าความ
เป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 6.0 และ 6.5 แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 จะมีค่าผลไดข้องเอทานอล
และค่าอตัราผลผลิตของเอทานอลท่ีใกลเ้คียงกนัมาก ดงันั้นการเลือกใชค้่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 
5.5 6.0 หรือ 6.5 จึงมีความเหมาะสมท่ีสุดส าหรับใชใ้นการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอลท่ีมีน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 
100 กรัมต่อลิตร และท่ีอตัราการเขยา่เท่ากบั 0 รอบต่อนาที 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภำพที ่14  เปรียบเทียบการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 ในอาหารเล้ียง 
               เช้ือสูตรอุดม ท่ีมีน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 100 กรัมต่อลิตร ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH)  
               เร่ิมตน้ 5.5 6.0 6.5 และ 7.0 ท่ีอตัราการเขยา่ 0 รอบต่อนาที 
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      4.2.5 กำรศึกษำค่ำควำมเป็นกรด-ด่ำง (pH) เร่ิมต้นที่เหมำะสมที่มีน ำ้ตำลรีดิวซ์เร่ิมต้นเท่ำกบั 100 กรัมต่อลติร 
และอตัรำกำรเขย่ำ 100 รอบต่อนำท ี 
       จากการทดลอง พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 สามารถท่ีจะใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์ของทุกค่าความเป็น
กรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้ไดอ้ยา่งรวดเร็วภายใน 12 ชัว่โมงแรกของการหมกั (ภาพท่ี 15A) และหลงัจากชัว่โมงท่ี 12 
พบวา่ความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์จะมีค่าลดลงเพียงเลก็นอ้ยและมีค่าคงท่ีตลอดระยะเวลาของการหมกั ส าหรับ
ความเขม้ขน้ต ่าสุดของน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีวดัไดจ้ากการหมกัท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 6.0 6.5 
และ 7.0 มีค่าเท่ากบั 5.24 5.33 5.42 และ 5.56 กรัมต่อลิตรตามล าดบั ท่ีระยะเวลาของการหมกัเท่ากนัคือ 12 ชัว่โมง 
ส าหรับความเขม้ขน้ของเอทานอลท่ีผลิตได ้พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 สามารถท่ีจะผลิตเอทานอลได้
อยา่งต่อเน่ืองตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 0 จนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 12 ของทุกค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้ ซ่ึงหลงัจาก
ชัว่โมงท่ี 12 พบวา่ทุกค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้จะมีความเขม้ขน้ของเอทานอลค่อนขา้งคงท่ีตลอด
ระยะเวลาของการหมกั (ภาพท่ี 15B) ส าหรับความเขม้ขน้สูงสุดของเอทานอลท่ีผลิตไดจ้ากการหมกัท่ีค่าความเป็น
กรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 6.0 6.5 และ 7.0 มีค่าเท่ากบั 41.39 40.07 39.21 และ 33.73 กรัมต่อลิตรตามล าดบั 
ส าหรับความเขม้ขน้ของมวลเซลลท่ี์ผลิตได ้พบวา่ทุกค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้จะมีความเขม้ขน้ของมวล
เซลลเ์พ่ิมสูงข้ึนอยา่งต่อเน่ืองภายใน 12 ชัว่โมงแรกของการหมกั (ภาพท่ี 15C) ซ่ึงหลงัจากชัว่โมงท่ี 12 พบวา่ทุก
ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้จะมีความเขม้ขน้ของมวลเซลลค์งท่ีและไม่เปล่ียนแปลงตลอดระยะเวลาของ
การหมกั ความเขม้ขน้สูงสุดของมวลเซลลท่ี์ผลิตไดจ้ากการหมกัท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 
6.0 6.5 และ 7.0 มีค่าเท่ากบั 2.06 2.19 2.30 และ 2.23 กรัมต่อลิตรตามล าดบั  
 เม่ือเปรียบเทียบค่าพารามิเตอร์จลนพลศาสตร์ท่ีไดจ้ากการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอล พบวา่แบคทีเรีย Z. 
mobilis TISTR 548 จะมีการเจริญเติบโตอยา่งรวดเร็วภายใน 4 ชัว่โมงแรกของการหมกั โดยไม่พบระยะพกัตวั
ของแบคทีเรีย เม่ือเปรียบค่าอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะ พบวา่ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 6.0 
และ 7.0 จะมีค่าเท่ากนัและมีค่าสูงกวา่ (0.22 ต่อชัว่โมง) ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 6.5 และ 5.5 
ซ่ึงมีค่าเท่ากบั 0.21 และ 0.18 ต่อชัว่โมง (ทั้ง 4 ค่าค  านวณในช่วงระหวา่งชัว่โมงท่ี 0 ถึงชัว่โมงท่ี 4) ตามล าดบั เม่ือ
เปรียบเทียบประสิทธิภาพของการเปล่ียนน ้าตาลรีดิวซ์ พบวา่ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 จะค่า
สูงท่ีสุดคือร้อยละ 94.76 ของน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ แต่จะมีค่าใกลเ้คียงกบัท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้อ่ืน ๆ 
ท่ีมีค่าระหวา่งร้อยละ 94.44-94.67 ของน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ ส าหรับผลไดข้องมวลเซลล์ พบวา่ทุกค่าความเป็น
กรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้จะมีค่าใกลเ้คียงกนัซ่ึงมีค่าระหวา่ง0.022-0.024 กรัมมวลเซลลต่์อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใช้
ไป เม่ือเปรียบเทียบผลไดข้องเอทานอล พบวา่ท่ีความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 จะมีค่าสูงท่ีสุดคือ 
0.437 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถกูใชไ้ปส่วนท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้อ่ืน ๆ จะมีค่าระหวา่ง 
0.357-0.423 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป เม่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพของผลไดข้องเอทานอล 
พบวา่ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 จะมีค่าสูงท่ีสุดคือร้อยละ 85.96 ของค่าท่ีไดต้ามทฤษฎี 
ส าหรับท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้อ่ืน ๆ จะมีค่าระหวา่งร้อยละ 70.00-82.94 ของค่าท่ีไดต้ามทฤษฎี ส่วน
ค่าอตัราผลผลิตของเอทานอล พบวา่ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 จะมีค่าสูงท่ีสุดคือ 3.45 กรัม
ต่อลิตรต่อชัว่โมง สูงกวา่ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 6.0 และ 6.5 เพียงเลก็นอ้ย ในขณะท่ีค่าความ
เป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 7.0 จะมีค่าต ่าสุดคือ 2.81 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง  
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จากการเปรียบเทียบค่าพารามิเตอร์จลนพลศาสตร์ท่ีไดจ้ากการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอล พบวา่ท่ีค่าความ
เป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 จะมีค่าผลไดข้องเอทานอลและค่าอตัรา
ผลผลิตของเอทานอลสูงกวา่ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้อ่ืน ๆ ดงันั้นการเลือกใชค้่าความเป็นกรด-ด่าง 
(pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 จึงมีความเหมาะสมท่ีสุดส าหรับใชใ้นการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอลท่ีมีน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้
เท่ากบั 100 กรัมต่อลิตร และท่ีอตัราการเขยา่เท่ากบั 100 รอบต่อนาที 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภำพที ่15  เปรียบเทียบการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 ในอาหารเล้ียง 
               เช้ือสูตรอุดม ท่ีมีน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 100 กรัมต่อลิตร ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH)  
               เร่ิมตน้ 5.5 6.0 6.5 และ 7.0 ท่ีอตัราการเขยา่ 100 รอบต่อนาที 
 
      4.2.6 กำรศึกษำค่ำควำมเป็นกรด-ด่ำง (pH) เร่ิมต้นที่เหมำะสมที่มีน ำ้ตำลรีดิวซ์เร่ิมต้นเท่ำกบั 100 กรัมต่อลติร 
และอตัรำกำรเขย่ำ 200 รอบต่อนำท ี 
      จากการทดลอง พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 สามารถท่ีจะใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์ของทุกค่าความเป็น
กรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้ไดอ้ยา่งรวดเร็วภายใน 12 ชัว่โมงแรกของการหมกั (ภาพท่ี 16A) และหลงัจากชัว่โมงท่ี 12 
พบวา่ความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์จะมีค่าลดลงเพียงเลก็นอ้ยและมีค่าคงท่ีตลอดระยะเวลาของการหมกั ส าหรับ
ความเขม้ขน้ต ่าสุดของน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีวดัไดจ้ากการหมกัท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 6.0 6.5 
และ 7.0 มีค่าเท่ากบั 5.05 5.05 5.44 และ 5.50 กรัมต่อลิตรตามล าดบั ท่ีระยะเวลาของการหมกันาน 12 ชัว่โมง 
ส าหรับความเขม้ขน้ของเอทานอลท่ีผลิตได ้พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 สามารถท่ีจะผลิตเอทานอลได้
อยา่งต่อเน่ืองตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 0 จนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 12 ของทุกค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้ ซ่ึงหลงัจาก
ชัว่โมงท่ี 12 พบวา่ทุกค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้จะมีค่าความเขม้ขน้ของเอทานอลค่อนขา้งคงท่ีตลอด
ระยะเวลาของการหมกั (ภาพท่ี 16B) ส าหรับความเขม้ขน้สูงสุดของเอทานอลท่ีผลิตไดจ้ากการหมกัท่ีค่าความเป็น
กรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 6.0 6.5 และ 7.0 มีค่าเท่ากบั 38.45 38.15 37.33 และ 37.31 กรัมต่อลิตรตามล าดบั 
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ส าหรับความเขม้ขน้ของมวลเซลลท่ี์ผลิตได้ พบวา่ทุกค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้จะมีมวลเซลลเ์พ่ิมข้ึน
อยา่งต่อเน่ืองภายใน 4 ชัว่โมงแรกของการหมกั (ภาพท่ี 16C) ซ่ึงหลงัจากชัว่โมงท่ี 4 พบวา่ทุกค่าความเป็นกรด-
ด่าง (pH) เร่ิมตน้จะมีค่าเพ่ิมสูงข้ึนอีกเพียงเลก็นอ้ยจนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 8 ซ่ึงหลงัจากชัว่โมงท่ี 8 พบวา่ความ
เขม้ขน้ของมวลเซลลจ์ะมีค่าคงท่ีและและไม่เปล่ียนแปลงตลอดระยะเวลาของการหมกั ส าหรับความเขม้ขน้สูงสุด
ของมวลเซลลท่ี์วดัไดจ้ากการหมกัท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 6.0 6.5 และ 7.0 มีค่าเท่ากบั 
3.40 3.23 3.20 และ 3.39 กรัมต่อลิตรตามล าดบั  
 เม่ือเปรียบเทียบค่าพารามิเตอร์จลนพลศาสตร์ท่ีไดจ้ากการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอล พบวา่แบคทีเรีย Z. 
mobilis TISTR 548 จะมีการเจริญเติบโตอยา่งรวดเร็วในช่วงระหวา่งชัว่โมงท่ี 0 ถึงชัว่โมงท่ี 4 โดยไม่พบระยะพกั
ตวัของแบคทีเรีย เม่ือเปรียบค่าอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะ พบวา่ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 6.5 
และ 7.0 จะมีค่าเท่ากนัและมีค่าสูงกวา่ (0.38 ต่อชัว่โมง) ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 และ 6.0 
ซ่ึงมีค่าเท่ากบั 0.36 และ 0.35 ต่อชัว่โมง (ทั้ง 4 ค่าค  านวณในช่วงระหวา่งชัว่โมงท่ี 0 ถึงชัว่โมงท่ี 4) ตามล าดบั เม่ือ
เปรียบเทียบประสิทธิภาพของการเปล่ียนน ้าตาลรีดิวซ์ พบวา่ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 และ 
6.0 จะมีค่าเท่ากนัและมีค่าสูงท่ีสุดคือร้อยละ 94.95 ของน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ สูงกวา่ท่ีความเป็นกรด-ด่าง (pH) 
เร่ิมตน้อ่ืน ๆ เพียงเลก็นอ้ยซ่ึงมีค่าระหวา่งร้อยละ 94.50-94.56 ของน ้ าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ ส าหรับผลไดข้องมวล
เซลล ์พบวา่ทุกค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้จะมีค่าใกลเ้คียงกนัมาก ซ่ึงมีค่าระหวา่ง 0.034-0.036 กรัมมวล
เซลลต่์อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป เม่ือเปรียบเทียบผลไดข้องเอทานอล พบวา่ท่ีความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้
เท่ากบั 5.5 และ 6.0 จะมีค่าใกลเ้คียงกนัมาก ซ่ึงจะมีค่าระหวา่ง 0.402-0.405 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ี
ถูกใชไ้ป ส่วนท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 6.5 และ 7.0 จะมีค่าเท่ากนัคือ 0.395 กรัมเอทานอลต่อ
กรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป  เม่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพของผลไดข้องเอทานอล พบวา่ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง 
(pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 จะมีค่าสูงท่ีสุดคือร้อยละ 79.41 ของค่าท่ีไดต้ามทฤษฎี แต่ส าหรับท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง 
(pH) เร่ิมตน้อ่ืน ๆ จะมีค่าระหวา่งร้อยละ 77.45-78.82 ของค่าท่ีไดต้ามทฤษฎี ส าหรับค่าอตัราผลผลิตของเอทา
นอล พบวา่ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 และ 6.0 จะมีค่าใกลเ้คียงกนัมาก ซ่ึงมีค่าเท่ากบั 3.20 
และ 3.18 กรัมต่อลิตรต่อลิตร ในขณะท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 6.5 และ 7.0 จะมีค่าเท่ากนัและมี
ค่าต ่าสุดคือ 3.11 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง 

จากการเปรียบเทียบค่าพารามิเตอร์จลนพลศาสตร์ท่ีไดจ้ากการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอล พบวา่ท่ีค่าความ
เป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 และ 6.0 แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 จะมีค่าผลไดข้องเอทานอลและค่า
อตัราผลผลิตของเอทานอลสูงกวา่ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) อ่ืน ๆ ดงันั้นการเลือกใชค้่าความเป็นกรด-ด่าง 
(pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 หรือ 6.0 จึงมีความเหมาะสมท่ีสุดส าหรับใชใ้นการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอลท่ีมีน ้าตาลรีดิวซ์
เร่ิมตน้เท่ากบั 100 กรัมต่อลิตร และท่ีอตัราการเขยา่เท่ากบั 200 รอบต่อนาที 
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ภำพที ่16  เปรียบเทียบการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 ในอาหารเล้ียง 
               เช้ือสูตรอุดม ท่ีมีน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 100 กรัมต่อลิตร ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH)  
               เร่ิมตน้ 5.5 6.0 6.5 และ 7.0 ท่ีอตัราการเขยา่ 200 รอบต่อนาที 
 
      4.2.7 กำรศึกษำค่ำควำมเป็นกรด-ด่ำง (pH) เร่ิมต้นที่เหมำะสมที่มีน ำ้ตำลรีดิวซ์เร่ิมต้นเท่ำกบั 150 กรัมต่อลติร 
และอตัรำกำรเขย่ำ 0 รอบต่อนำท ี 
      จากการทดลอง พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 สามารถท่ีจะใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์ของทุกค่าความเป็น
กรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้ไดอ้ยา่งต่อเน่ืองภายใน 24 ชัว่โมงแรกของการหมกั (ภาพท่ี 17A) และหลงัจากชัว่โมงท่ี 24 
พบวา่ความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์จะมีค่าลดลงเพียงเลก็นอ้ยและมีค่าคงท่ีตลอดระยะเวลาของการหมกั ส าหรับ
ความเขม้ขน้ต ่าสุดของน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีวดัไดจ้ากการหมกัท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 6.0 6.5 
และ 7.0 มีค่าเท่ากบั 22.80 23.02 22.80 และ 21.89 กรัมต่อลิตรตามล าดบั ท่ีระยะเวลาของการหมกัเท่ากนัคือ 24 
ชัว่โมง ส าหรับความเขม้ขน้ของเอทานอลท่ีผลิตได้ พบวา่ในช่วงระหวา่งชัว่โมงท่ี 0 ถึงชัว่โมงท่ี 8 แบคทีเรีย Z. 
mobilis TISTR 548 จะผลิตเอทานอลไดค้่อนขา้งต ่า แต่หลงัจากชัว่โมงท่ี 8 พบวา่การผลิตเอทานอลจะเกิดข้ึน
อยา่งต่อเน่ืองจนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 24 ของทุกค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้ ซ่ึงหลงัจากชัว่โมงท่ี 24 พบวา่
ทุกค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้จะมีความเขม้ขน้ของเอทานอลค่อนขา้งคงท่ีตลอดระยะเวลาของการหมกั 
(ภาพท่ี 17B) ส าหรับความเขม้ขน้สูงสุดของเอทานอลท่ีผลิตไดจ้ากการหมกัท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้
เท่ากบั 5.5 6.0 6.5 และ 7.0 มีค่าเท่ากบั 64.41 54.73 60.67 และ 56.22 กรัมต่อลิตรตามล าดบั ส าหรับความเขม้ขน้
ของมวลเซลลท่ี์ผลิตได ้พบวา่ในชัว่โมงท่ี 0 ถึงชัว่โมงท่ี 4 แบคทีเรียจะมีการเจริญเติบโตเพ่ิมจ านวนเพียงเลก็นอ้ย 
แต่หลงัจากชัว่โมงท่ี 4 พบวา่ทุกค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้จะมีความเขม้ขน้ของมวลเซลลเ์พ่ิมสูงข้ึนอยา่ง
ต่อเน่ืองจนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 20 ของการหมกั (ภาพท่ี 17C) ซ่ึงหลงัจากชัว่โมงท่ี 20 พบวา่ทุกค่าความเป็นกรด-
ด่าง (pH) เร่ิมตน้จะมีความเขม้ขน้ของมวลเซลล์เพ่ิมสูงข้ึนอีกเพียงเล็กน้อยและมีค่าไม่เปล่ียนแปลงตลอด
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ระยะเวลาของการหมกั ส าหรับความเขม้ขน้สูงสุดของมวลเซลลท่ี์วดัไดจ้ากการหมกัท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 
เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 6.0 6.5 และ 7.0 มีค่าเท่ากบั 3.67 3.30 3.13 และ 3.67 กรัมต่อลิตรตามล าดบั 
 เม่ือเปรียบเทียบค่าพารามิเตอร์จลนพลศาสตร์ท่ีไดจ้ากการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอล พบวา่แบคทีเรีย Z. 
mobilis TISTR 548 จะมีระยะพกัตวัในช่วงแรกของการหมกัคือ ในช่วงระหวา่งชัว่โมงท่ี 0 ถึงชัว่โมงท่ี 4 เม่ือ
เปรียบค่าอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะ พบวา่ทุกค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้จะมีค่าอตัราการเจริญเติบโต
จ าเพาะท่ีใกลเ้คียงกนัมากคือ จะมีค่าในช่วงระหวา่ง 0.11-0.13 ต่อชัว่โมง โดยท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้
เท่ากบั 5.5 จะมีค่าสูงท่ีสุดคือ 0.13 ต่อชัว่โมง (ค านวณในช่วงระหวา่งชัว่โมงท่ี 8 ถึงชัว่โมงท่ี 12) เม่ือเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพของการเปล่ียนน ้าตาลรีดิวซ์ พบวา่ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 7.0 จะมีค่าสูงท่ีสุดคือ
ร้อยละ 85.41 ของน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ ในขณะท่ีท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้อ่ืน ๆ จะมีค่าระหวา่ง 84.65-
84.67 ของน ้ าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ ส าหรับผลไดข้องมวลเซลล์ พบวา่ท่ีความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 
และ 7.0 จะมีค่าเท่ากนัและมีค่าสูงท่ีสุดคือ 0.029 กรัมมวลเซลลต่์อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป ในขณะท่ีค่าความ
เป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้อ่ืน ๆ จะมีค่าระหวา่ง 0.025-0.026 กรัมมวลเซลลต่์อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป เม่ือ
เปรียบเทียบผลไดข้องเอทานอล พบวา่ท่ีความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 จะมีค่าสูงท่ีสุดคือ 0.506 กรัม
เอทานอลต่อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป ในขณะท่ีท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้อ่ืน ๆ จะมีค่าระหวา่ง 
0.431-0.477 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป เม่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพของผลไดข้องเอทานอล 
พบวา่ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 จะมีค่าสูงท่ีสุดคือร้อยละ 99.22 ของค่าท่ีไดต้ามทฤษฎี แต่
ส าหรับท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้อ่ืน ๆ จะมีค่าระหวา่งร้อยละ 84.51-93.53 ของค่าท่ีไดต้ามทฤษฎี 
ส าหรับค่าอตัราผลผลิตของเอทานอล พบวา่ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 จะมีค่าสูงท่ีสุดคือ 
2.68 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ส่วนท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้อ่ืน ๆ จะมีค่าระหวา่ง 2.28-2.34 กรัมต่อลิตร
ต่อชัว่โมง  

จากการเปรียบเทียบค่าพารามิเตอร์จลนพลศาสตร์ท่ีไดจ้ากการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอล พบวา่ท่ีค่าความ
เป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 จะมีค่าผลไดข้องเอทานอลและค่าอตัรา
ผลผลิตของเอทานอลสูงกวา่ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้อ่ืน ๆ ดงันั้นการเลือกใชค้่าความเป็นกรด-ด่าง 
(pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 จึงมีความเหมาะสมท่ีสุดส าหรับใชใ้นการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอลท่ีมีน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้
เท่ากบั 150 กรัมต่อลิตร และท่ีอตัราการเขยา่เท่ากบั 0 รอบต่อนาที 
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ภำพที ่17  เปรียบเทียบการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 ในอาหารเล้ียง 
               เช้ือสูตรอุดม ท่ีมีน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 150 กรัมต่อลิตร ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH)  
               เร่ิมตน้ 5.5 6.0 6.5 และ 7.0 ท่ีอตัราการเขยา่ 0 รอบต่อนาที 
 
      4.2.8 กำรศึกษำค่ำควำมเป็นกรด-ด่ำง (pH) เร่ิมต้นที่เหมำะสมที่มีน ำ้ตำลรีดิวซ์เร่ิมต้นเท่ำกบั 150 กรัมต่อลติร 
และอตัรำกำรเขย่ำ 100 รอบต่อนำท ี 
       จากการทดลอง พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 สามารถท่ีจะใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์ของทุกค่าความเป็น
กรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้ไดอ้ยา่งต่อเน่ืองภายใน 24 ชัว่โมงแรกของการหมกั (ภาพท่ี 18A) และหลงัจากชัว่โมงท่ี 24 
พบวา่ความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์จะมีค่าลดลงเพียงเลก็นอ้ยและมีค่าคงท่ีตลอดระยะเวลาของการหมกั ส าหรับ
ความเขม้ขน้ต ่าสุดของน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีวดัไดจ้ากการหมกัท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 6.0 6.5 
และ 7.0 มีค่าเท่ากบั 7.41 7.50 7.13 และ 7.59 กรัมต่อลิตรตามล าดบั ท่ีระยะเวลาของการหมกัเท่ากนัคือ 24 ชัว่โมง 
ส าหรับความเขม้ขน้ของเอทานอลท่ีผลิตได้ พบวา่ในช่วงระหวา่งชัว่โมงท่ี 0 ถึงชัว่โมงท่ี 12 แบคทีเรีย Z. mobilis 
TISTR 548 จะผลิตเอทานอลไดค้่อนขา้งต ่า แต่หลงัจากชัว่โมงท่ี 12 พบวา่การผลิตเอทานอลจะเกิดข้ึนอยา่ง
ต่อเน่ืองจนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 24 ของทุกค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้ ซ่ึงหลงัจากชัว่โมงท่ี 24 พบวา่ทุกค่า
ความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้จะมีความเขม้ขน้ของเอทานอลค่อนขา้งคงท่ีตลอดระยะเวลาของการหมกั (ภาพท่ี 
18B) ส าหรับความเขม้ขน้สูงสุดของเอทานอลท่ีผลิตไดจ้ากการหมกัท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 
5.5 6.0 6.5 และ 7.0 มีค่าเท่ากบั 54.22 53.25 50.06 และ 52.15 กรัมต่อลิตรตามล าดบั ส าหรับความเขม้ขน้ของมวล
เซลลท่ี์ผลิตได ้พบวา่ในช่วงระหวา่งชัว่โมงท่ี 0 ถึงชัว่โมงท่ี 8 แบคทีเรียจะมีการเจริญเติบโตเพียงเลก็นอ้ย ซ่ึงเป็น
ระยะพกัตวัของแบคทีเรีย แต่หลงัจากชัว่โมงท่ี 8 พบวา่ทุกค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้จะมีความเขม้ขน้ของ
มวลเซลลเ์พ่ิมสูงข้ึนอยา่งต่อเน่ืองจนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 20 ของการหมกั (ภาพท่ี 18C) ซ่ึงหลงัจากชัว่โมงท่ี 20 
พบวา่ทุกค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้จะมีความเขม้ขน้ของมวลเซลลเ์พ่ิมสูงข้ึนอีกเพียงเลก็นอ้ย และมีค่าไม่
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เปล่ียนแปลงตลอดระยะเวลาของการหมกั ส าหรับความเขม้ขน้สูงสุดของมวลเซลลท่ี์ผลิตไดจ้ากการหมกัท่ีค่า
ความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 6.0 6.5 และ 7.0 มีค่าเท่ากบั 3.40 3.31 3.02 และ 3.30 กรัมต่อลิตร
ตามล าดบั  
           เม่ือเปรียบเทียบค่าพารามิเตอร์จลนพลศาสตร์ท่ีไดจ้ากการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอล พบวา่แบคทีเรีย Z. 
mobilis TISTR 548 จะมีระยะพกัตวัในช่วงแรกของการหมกัคือในช่วงระหวา่งชัว่โมงท่ี 0 ถึงชัว่โมงท่ี 8 เม่ือ
เปรียบเทียบค่าอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะ พบว่าทุกค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้จะมีค่าอตัราการ
เจริญเติบโตจ าเพาะใกลเ้คียงกนัมาก ซ่ึงจะมีค่าระหวา่ง 0.12-0.14 ต่อชัว่โมง (ทั้ง 4 ค่าค  านวณในช่วงระหวา่ง
ชัว่โมงท่ี 8 ถึงชัว่โมงท่ี 16) เม่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพของการเปล่ียนน ้าตาลรีดิวซ์ พบวา่ท่ีค่าความเป็นกรด-
ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 6.5 จะมีค่าสูงท่ีสุดคือร้อยละ 95.25 ของน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ ส าหรับท่ีความเป็นกรด-ด่าง 
(pH) เร่ิมตน้อ่ืน ๆ จะมีค่าระหวา่งร้อยละ 94.94-95.06 ของน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้  ส าหรับผลไดข้องมวลเซลล์ พบวา่
ท่ีความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 6.0 และ 7.0 จะมีค่าใกลเ้คียงกนั ซ่ึงมีค่าระหวา่ง 0.023-0.024 กรัม
มวลเซลลต่์อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป ในขณะท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 6.5 จะมีค่าต ่าสุดคือ 
0.021 กรัมมวลเซลลต่์อกรัมน ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป เม่ือเปรียบเทียบผลไดข้องเอทานอล พบวา่ท่ีความเป็นกรด-
ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 และ 6.0 จะมีค่าใกลเ้คียงกนั ซ่ึงมีค่าระหวา่ง 0.374-0.380 กรัมเอทานอลต่อกรัม
น ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป ส่วนท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้อ่ืน ๆ จะมีค่าระหวา่ง 0.350-0.366 กรัมเอทา
นอลต่อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป เม่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพของผลไดข้องเอทานอล พบวา่ท่ีค่าความเป็น
กรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 จะมีค่าสูงท่ีสุดคือร้อยละ 74.51 ของค่าท่ีไดต้ามทฤษฎี ส าหรับท่ีค่าความเป็น
กรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้อ่ืน ๆ จะมีค่าระหวา่งร้อยละ 68.63-73.33 ของค่าท่ีไดต้ามทฤษฎี ส าหรับค่าอตัราผลผลิต
ของเอทานอล พบวา่ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 และ 6.0 จะมีค่าใกลเ้คียงกนั ซ่ึงมีค่าระหวา่ง 
2.22-2.26 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ส่วนท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้อ่ืน ๆ จะมีค่าระหวา่ง 2.09-2.17 กรัมต่อ
ลิตรต่อชัว่โมง  

จากการเปรียบเทียบค่าพารามิเตอร์จลนพลศาสตร์ท่ีไดจ้ากการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอล พบวา่ท่ีค่าความ
เป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 และ 6.0 แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 จะมีค่าผลไดข้องเอทานอลและค่า
อตัราผลผลิตของเอทานอลสูงกวา่ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้อ่ืน ๆ ดงันั้นการเลือกใชค้่าความเป็นกรด-
ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 หรือ 6.0 จึงมีความเหมาะสมท่ีสุดส าหรับใชใ้นการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอลท่ีมีน ้าตาล
รีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 150 กรัมต่อลิตร และท่ีอตัราการเขยา่เท่ากบั 100 รอบต่อนาที 
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ภำพที ่18  เปรียบเทียบการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 ในอาหารเล้ียง 
               เช้ือสูตรอุดม ท่ีมีน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 150 กรัมต่อลิตร ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH)  
               เร่ิมตน้ 5.5 6.0 6.5 และ 7.0 ท่ีอตัราการเขยา่ 100 รอบต่อนาที 
 

      4.2.9 กำรศึกษำค่ำควำมเป็นกรด-ด่ำง (pH) เร่ิมต้นที่เหมำะสมที่มีน ำ้ตำลรีดิวซ์เร่ิมต้นเท่ำกบั 150 กรัมต่อลติร 
และอตัรำกำรเขย่ำ 200 รอบต่อนำท ี 
      จากการทดลอง พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 สามารถท่ีจะใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์ของทุกค่าความเป็น
กรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้ไดอ้ยา่งรวดเร็วภายใน 12 ชัว่โมงแรกของการหมกั (ภาพท่ี 19A) และหลงัจากชัว่โมงท่ี 12 
พบวา่ความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์จะมีค่าลดลงเพียงเลก็นอ้ยและมีค่าคงท่ีตลอดระยะเวลาของการหมกั ส าหรับ
ความเขม้ขน้ต ่าสุดของน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีวดัไดจ้ากการหมกัท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 6.0 6.5 
และ 7.0 มีค่าเท่ากบั 7.89 7.69 8.19 และ 8.49 กรัมต่อลิตรตามล าดบั ท่ีระยะเวลาของการหมกัเท่ากนัคือ 12 ชัว่โมง 
ส าหรับความเขม้ขน้ของเอทานอลท่ีผลิตได ้พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 สามารถท่ีจะผลิตเอทานอลได้
อยา่งต่อเน่ืองตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 0 จนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 12 ของทุกค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้ และหลงัจาก
ชัว่โมงท่ี 12 พบวา่การผลิตเอทานอลจะมีค่าคงท่ีตลอดระยะเวลาของการหมกั (ภาพท่ี 19B) ส าหรับความเขม้ขน้
สูงสุดของเอทานอลท่ีผลิตไดจ้ากการหมกัท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 6.0 6.5 และ 7.0 มีค่า
เท่ากบั 51.37 50.06 50.63 และ 49.08 กรัมต่อลิตรตามล าดบั ส าหรับความเขม้ขน้ของมวลเซลลท่ี์ผลิตได้ พบวา่
ในช่วงระหวา่งชัว่โมงท่ี 0 ถึงชัว่โมงท่ี 4 แบคทีเรียจะมีการเจริญเติบโตเพียงเลก็นอ้ยของทุกค่าความเป็นกรด-ด่าง 
(pH) เร่ิมตน้ ซ่ึงเป็นระยะพกัตวัของแบคทีเรีย (ภาพท่ี 19C) ซ่ึงหลงัจากชัว่โมงท่ี 4 พบวา่ทุกค่าความเป็นกรด-ด่าง 
(pH) เร่ิมตน้จะมีความเขม้ขน้ของมวลเซลลเ์พ่ิมสูงข้ึนอยา่งรวดเร็วจนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 12 และหลงัจากชัว่โมงท่ี 
12 พบวา่ความเขม้ขน้ของมวลเซลลจ์ะมีค่าคงท่ีตลอดระยะเวลาของการหมกั ส าหรับความเขม้ขน้สูงสุดของมวล
เซลลท่ี์ผลิตไดจ้ากการหมกัท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 6.0 6.5 และ 7.0 มีค่าเท่ากบั 3.27 3.38 
3.25 และ 3.20 กรัมต่อลิตรตามล าดบั  
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เม่ือเปรียบเทียบค่าพารามิเตอร์จลนพลศาสตร์ท่ีไดจ้ากการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอล พบวา่แบคทีเรีย Z. 
mobilis TISTR 548 จะมีระยะพกัตวัในช่วงแรกของการหมกัคือ ในช่วงระหวา่งชัว่โมงท่ี 0 ถึงชัว่โมงท่ี 4 เม่ือ
เปรียบเทียบค่าอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะ พบวา่ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 6.5 จะมีค่าสูงกวา่ 
(0.27 ต่อชัว่โมง) ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 6.0 และ 7.0 ซ่ึงมีค่าเท่ากบั 0.26 0.24 และ 0.22 
ต่อชัว่โมง (ทั้ง 4 ค่าค  านวณในช่วงระหวา่งชัว่โมงท่ี 4 ถึงชัว่โมงท่ี 8) ตามล าดบั เม่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพของ
การเปล่ียนน ้าตาลรีดิวซ์ พบวา่ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 6.5 จะมีค่าสูงท่ีสุดคือร้อยละ 94.78 ของ
น ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ ส าหรับท่ีความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้อ่ืน ๆ จะมีค่าระหวา่งร้อยละ 94.34-94.74 ของ
น ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ ส าหรับผลไดข้องมวลเซลล์ พบวา่ทุกค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้จะมีค่าใกลเ้คียงกนั
คือ มีค่าระหวา่ง 0.023-0.024 กรัมมวลเซลลต่์อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป เม่ือเปรียบเทียบผลไดข้องเอทานอล 
พบวา่ท่ีความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 และ 6.5 จะมีค่าใกลเ้คียงกนั ซ่ึงมีค่าระหวา่ง 0.357-0.362 กรัม
เอทานอลต่อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป ส่วนท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้อ่ืน ๆ จะมีค่าระหวา่ง 0.347-
0.352 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป เม่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพของผลไดข้องเอทานอล พบวา่
ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 และ 6.5 จะมีค่าใกลเ้คียงกนัในช่วงระหวา่งร้อยละ 70.00-70.98 
ของค่าท่ีไดต้ามทฤษฎี แต่ส าหรับท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้อ่ืน ๆ จะมีค่าระหวา่งร้อยละ 68.08-69.02 
ของค่าท่ีไดต้ามทฤษฎี ส าหรับค่าอตัราผลผลิตของเอทานอล พบวา่ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 
และ 6.5 จะมีค่าใกลเ้คียงกนั ซ่ึงมีค่าระหวา่ง 4.22-4.28 กรัมต่อลิตรต่อลิตร ส่วนท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 
เร่ิมตน้อ่ืน ๆ จะมีค่าระหวา่ง 4.09-4.17 กรัมต่อลิตรต่อลิตร  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภำพที ่19  เปรียบเทียบการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 ในอาหารเล้ียง 
               เช้ือสูตรอุดม ท่ีมีน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 150 กรัมต่อลิตร ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH)  
               เร่ิมตน้ 5.5 6.0 6.5 และ 7.0 ท่ีอตัราการเขยา่ 200 รอบต่อนาที 
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จากการเปรียบเทียบค่าพารามิเตอร์จลนพลศาสตร์ท่ีไดจ้ากการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอล พบวา่ท่ีค่าความ
เป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 และ 6.5 แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 จะมีค่าผลไดข้องเอทานอลและค่า
อตัราผลผลิตของเอทานอลสูงกวา่ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้อ่ืน ๆ ดงันั้นการเลือกใชค้่าความเป็นกรด-
ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 หรือ 6.5 จึงมีความเหมาะสมท่ีสุดส าหรับใชใ้นการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอลท่ีมีน ้าตาล
รีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 150 กรัมต่อลิตร และท่ีอตัราการเขยา่เท่ากบั 200 รอบต่อนาที 
 
      4.2.10 กำรศึกษำควำมเข้มข้นของน ำ้ตำลรีดวิซ์เร่ิมต้น และอตัรำกำรเขย่ำที่เหมำะสม 

4.2.10.1 ความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์เท่ากบั 50 กรัมต่อลิตร และอตัราการเขยา่เท่ากบั 0 100 และ 200 
รอบต่อนาที  

      จากการทดลอง พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 สามารถท่ีจะใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์ของทุกค่าอตัรา
การเขยา่ไดอ้ยา่งรวดเร็วภายใน 8 ชัว่โมงแรกของการหมกั (ภาพท่ี 20A) และหลงัจากชัว่โมงท่ี 8 พบวา่ความ
เขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์จะมีค่าลดลงเพียงเลก็นอ้ยและมีค่าคงท่ีตลอดระยะเวลาของการหมกั ส าหรับความเขม้ขน้
ต ่าสุดของน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีวดัไดจ้ากการหมกัท่ีอตัราการเขยา่เท่ากบั 0 100 และ 200 รอบต่อนาที มีค่าเท่ากบั 2.94 
2.75 และ 2.85 กรัมต่อลิตรตามล าดบั ท่ีระยะเวลาของการหมกัเท่ากนัคือ 8 ชัว่โมง ส าหรับความเขม้ขน้ของเอทา
นอลท่ีผลิตได ้ พบวา่ทุกค่าอตัราการเขยา่จะมีความเขม้ขน้ของเอทานอลเพ่ิมสูงข้ึนอยา่งต่อเน่ืองตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 0 
ถึงชัว่โมงท่ี 8 (ภาพท่ี 20B) ซ่ึงหลงัจากชัว่โมงท่ี 8 พบวา่ความเขม้ขน้ของเอทานอลจะมีค่าเพ่ิมสูงข้ึนอีกเพียง
เลก็นอ้ยและจะมีค่าคงท่ีตลอดระยะเวลาของการหมกั ส าหรับความเขม้ขน้สูงสุดของเอทานอลท่ีผลิตไดจ้ากการ
หมกัท่ีอตัราการเขยา่เท่ากบั 0 100 และ 200 รอบต่อนาที มีค่าเท่ากบั 22.16 20.75 และ 21.49 กรัมต่อลิตร
ตามล าดบั ส าหรับความเขม้ขน้ของมวลเซลลท่ี์ผลิตได ้พบวา่ท่ีค่าอตัราการเขยา่เท่ากบั 0 และ 100 รอบต่อนาที จะ
มีความเขม้ขน้ของมวลเซลลเ์พ่ิมสูงข้ึนใกลเ้คียงกนัตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 0 ถึงชัว่โมงท่ี 8 (ภาพท่ี 20C) ในขณะท่ีอตัรา
การเขยา่เท่ากบั 200 รอบต่อนาที จะมีความเขม้ขน้ของมวลเซลลเ์พ่ิมสูงข้ึนอยา่งรวดเร็วภายใน 4 ชัว่โมงแรก และ
มีค่าลดลงในชัว่โมงท่ี 8 แต่จะมีค่าเพ่ิมสูงข้ึนอีกจนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 12 ซ่ึงหลงัจากชัว่โมงท่ี 12 พบวา่ทุกค่า
อตัราการเขยา่จะมีความเขม้ขน้ของมวลเซลลค์งท่ีตลอดระยะเวลาของการหมกั ส าหรับความเขม้ขน้สูงสุดของ
มวลเซลลท่ี์ผลิตไดจ้ากการหมกัท่ีอตัราการเขยา่เท่ากบั 0 100 และ 200 รอบต่อนาที จะมีค่าเท่ากบั 1.82 1.98 และ 
2.09 กรัมต่อลิตรตามล าดบั  
       เม่ือเปรียบเทียบค่าพารามิเตอร์จลนพลศาสตร์ท่ีไดจ้ากการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอล พบวา่ท่ีอตัราการ
เขยา่เท่ากบั 200 รอบต่อนาที แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 จะมีการเจริญเติบโตอยา่งรวดเร็วในช่วงระหวา่ง
ชัว่โมงท่ี 0 ถึงชัว่โมงท่ี 4 ในขณะท่ีค่าอตัราการเขยา่เท่ากบั 0 และ 100 รอบต่อนาที แบคทีเรียจะมีการเจริญเติบโต
อยา่งรวดเร็วในช่วงระหว่างชัว่โมงท่ี 4 ถึงชัว่โมงท่ี 8 ซ่ึงทุกอตัราการเขยา่จะไม่สามารถวดัระยะพกัตวัของ
แบคทีเรียได ้เม่ือเปรียบเทียบค่าอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะ พบวา่ท่ีค่าอตัราการเขยา่เท่ากบั 100 รอบต่อนาที จะ
มีค่าสูงกวา่ (0.20 ต่อชัว่โมง) ท่ีค่าอตัราการเขยา่เท่ากบั 0 และ 200 รอบต่อนาที ตามล าดบั ซ่ึงมีค่าเท่ากบั 0.17 และ 
0.16 ต่อชัว่โมง (ท่ีค่าอตัราการเขยา่เท่ากบั 0 และ 100 รอบต่อนาทีค านวณในช่วงระหวา่งชัว่โมงท่ี 4 ถึงชัว่โมงท่ี 8 
ในขณะท่ีอตัราการเขยา่เท่ากบั 200 รอบต่อนาทีจะค านวณในช่วงระหวา่งชัว่โมงท่ี 0 ถึงชัว่โมงท่ี 4) ตามล าดบั 
เม่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพของการเปล่ียนน ้าตาลรีดิวซ์ พบวา่ทั้ง 3 ค่าอตัราการเขยา่จะมีค่าใกลเ้คียงกนัมาก ซ่ึง
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มีค่าระหวา่งร้อยละ 94.12-94.50 ของน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ ส าหรับผลไดข้องมวลเซลล์ พบวา่ท่ีค่าอตัราการเขยา่
เท่ากบั 200 รอบต่อนาที จะมีค่าสูงท่ีสุดคือ 0.044 กรัมมวลเซลลต่์อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป ในขณะท่ีค่าอตัรา
การเขยา่เท่ากบั 100 และ 0 รอบต่อนาที จะมีค่าเท่ากบั 0.042 และ 0.039 กรัมมวลเซลลต่์อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูก
ใชไ้ปตามล าดบั เม่ือเปรียบเทียบผลไดข้องเอทา  นอล พบวา่ท่ีค่าอตัราการเขยา่เท่ากบั 200 และ 0 รอบต่อนาที จะ
มีค่าใกลเ้คียงกนัมากซ่ึงมีค่าระหวา่ง0.450-0.456 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป ส่วนท่ีค่าอตัราการ
เขยา่เท่ากบั 100 รอบต่อนาทีจะมีค่าต ่าท่ีสุดคือ 0.439 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป ส าหรับค่า
อตัราผลผลิตของเอทานอล พบวา่ท่ีค่าอตัราการเขยา่เท่ากบั 200 และ 0 รอบต่อนาที จะมีค่าใกลเ้คียงกนัมาก ซ่ึงมี
ค่าระหวา่ง 2.65-2.69 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ส่วนท่ีค่าอตัราการเขยา่เท่ากบั 100 รอบต่อนาทีจะมีค่าต ่าท่ีสุดคือ 
2.59 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง  

      จากการเปรียบเทียบค่าพารามิเตอร์จลนพลศาสตร์ท่ีไดจ้ากการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอล พบวา่ท่ีค่า
อตัราการเขยา่เท่ากบั 200 และ 0 รอบต่อนาที แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 จะมีค่าผลไดข้องเอทานอลและค่า
อตัราผลผลิตของเอทานอลสูงกวา่ท่ีอตัราการเขยา่เท่ากบั 100 รอบต่อนาที ดงันั้นการเลือกใชค้่าอตัราการเขยา่
เท่ากบั 200 หรือ 0 รอบต่อนาที จึงมีความเหมาะสมท่ีสุดส าหรับใชใ้นการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอลท่ีมีน ้าตาลรีดิวซ์
เร่ิมตน้เท่ากบั 50 กรัมต่อลิตร ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภำพที ่20  เปรียบเทียบการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 ในอาหารเล้ียง 
               เช้ือสูตรอุดม ท่ีมีน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 50 กรัมต่อลิตร ท่ีค่าความเป็นกรด -ด่าง (pH)  
               เร่ิมตน้ 5.5 ท่ีอตัราการเขยา่ 0 100 และ 200 รอบต่อนาที 
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4.2.10.2 ความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์เท่ากบั 100 กรัมต่อลิตร และอตัราการเขยา่เท่ากบั 0 100 และ 200 
รอบต่อนาที 

      จากการทดลอง พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 สามารถท่ีจะใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์ของทุกค่าอตัรา
การเขยา่ไดภ้ายใน 16 ชัว่โมงแรกของการหมกั (ภาพท่ี 21A) และหลงัจากชัว่โมงท่ี 16 พบวา่ความเขม้ขน้ของ
น ้าตาลรีดิวซ์จะเร่ิมมีค่าลดลงเพียงเลก็นอ้ยและมีค่าคงท่ีตลอดระยะเวลาของการหมกั ส าหรับความเขม้ขน้ต ่าสุด
ของน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีวดัไดจ้ากการหมกัท่ีอตัราการเขยา่เท่ากบั 0 100 และ 200 รอบต่อนาที มีค่าเท่ากบั 6.51 6.83 
และ 6.60 กรัมต่อลิตรตามล าดบั ท่ีระยะเวลาของการหมกัเท่ากนัคือ 16 ชัว่โมง ส าหรับความเขม้ขน้ของเอทานอล
ท่ีผลิตได ้พบวา่ในช่วงระหวา่งชัว่โมงท่ี 0 ถึงชัว่โมงท่ี 8 ความเขม้ขน้ของเอทานอลจะมีค่าเพ่ิมสูงข้ึนเพียงเลก็นอ้ย
ของทุกค่าอตัราการเขยา่ แต่หลงัจากชัว่โมงท่ี 8 พบว่าการผลิตเอทานอลจะเกิดข้ึนอยา่งรวดเร็วจนกระทัง่ถึง
ชัว่โมงท่ี 16 ซ่ึงจะมีความเขม้ขน้ของเอทานอลสูงท่ีสุด (ภาพท่ี 21B) และหลงัจากชัว่โมงท่ี 16 พบวา่ความเขม้ขน้
ของเอทานอลจะมีค่าคงท่ีตลอดระยะเวลาของการหมกั ส าหรับความเขม้ขน้สูงสุดของเอทานอลท่ีผลิตไดจ้ากการ
หมกัท่ีอตัราการเขยา่เท่ากบั 0 100 และ 200 รอบต่อนาที มีค่าเท่ากบั 40.50 43.13 และ 41.10 กรัมต่อลิตร
ตามล าดบั ส าหรับความเขม้ขน้ของมวลเซลลท่ี์ผลิตได ้ พบวา่ในชัว่โมงท่ี 0 ถึงชัว่โมงท่ี 4 แบคทีเรียจะมีการ
เจริญเติบโตค่อนขา้งต ่า แต่หลงัจากชัว่โมงท่ี 4 พบวา่ทุกค่าอตัราการเขยา่จะมีความเขม้ขน้ของมวลเซลลเ์พ่ิม
สูงข้ึนใกลเ้คียงกนัจนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 16 (ภาพท่ี 21C) ซ่ึงหลงัจากชัว่โมงท่ี 16 พบวา่ความเขม้ขน้ของมวล
เซลลจ์ะมีค่าลดลงและคงท่ีตลอดระยะเวลาของการหมกั ส าหรับความเขม้ขน้สูงสุดของมวลเซลลท่ี์ผลิตไดจ้าก
การหมกัท่ีอตัราการเขยา่เท่ากบั 0 100 และ 200 รอบต่อนาที มีค่าเท่ากบั 2.37 2.75 และ 3.39 กรัมต่อลิตร
ตามล าดบั  
       เม่ือเปรียบเทียบค่าพารามิเตอร์จลนพลศาสตร์ท่ีไดจ้ากการหมกัเพื่อผลิตเอทานอล พบวา่แบคทีเรีย 
Z. mobilis TISTR 548 จะมีการเจริญเติบโตไดค้่อนขา้งต ่าในช่วงระหวา่งชัว่โมงท่ี 0 ถึงชัว่โมงท่ี 4 ซ่ึงเป็นระยะพกั
ตวัของแบคทีเรีย เม่ือเปรียบเทียบค่าอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะ พบวา่ท่ีค่าอตัราการเขยา่เท่ากบั 100 รอบต่อนาที 
จะมีค่าสูงกวา่ (0.14 ต่อชัว่โมง) ท่ีค่าอตัราการเขยา่เท่ากบั 0 และ 200 รอบต่อนาที ซ่ึงมีค่าเท่ากนัคือ 0.11 ต่อ
ชัว่โมง (ทั้ง 3 ค่าค  านวณในช่วงระหวา่งชัว่โมงท่ี 4 ถึงชัว่โมงท่ี 8) เม่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพของการเปล่ียน
น ้าตาลรีดิวซ์ พบวา่ท่ีค่าอตัราการเขยา่เท่ากบั 100 รอบต่อนาที จะมีค่าสูงท่ีสุดคือร้อยละ 93.49 ของน ้าตาลรีดิวซ์
เร่ิมตน้ ส าหรับท่ีค่าอตัราการเขยา่อ่ืน ๆ จะมีค่าระหวา่งร้อยละ 93.04-93.17 ของน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ ส าหรับผลได้
ของมวลเซลล ์พบวา่ท่ีค่าอตัราการเขยา่เท่ากบั 200 รอบต่อนาที จะมีค่าสูงท่ีสุดคือ 0.036 กรัมมวลเซลลต่์อกรัม
น ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป ในขณะท่ีค่าอตัราการเขยา่เท่ากบั 100 และ 0 รอบต่อนาที จะมีค่าเท่ากบั 0.030 และ 0.025 
กรัมมวลเซลลต่์อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ปตามล าดบั เม่ือเปรียบเทียบผลไดข้องเอทานอล พบวา่ท่ีค่าอตัราการ
เขยา่เท่ากบั 100 รอบต่อนาที จะมีค่าสูงท่ีสุดคือ 0.463 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป ส่วนท่ีค่า
อตัราการเขยา่อ่ืน ๆ จะมีค่าระหวา่ง 0.433-0.440 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป เม่ือเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพของผลไดข้องเอทานอล พบวา่ท่ีค่าอตัราการเขยา่เท่ากบั 100 รอบต่อนาที จะมีค่าสูงท่ีสุดคือร้อยละ 
90.78 ของค่าท่ีไดต้ามทฤษฎี แต่ส าหรับท่ีค่าอตัราการเขยา่อ่ืน ๆ จะมีค่าระหวา่งร้อยละ 84.90-86.27 ของค่าท่ีได้
ตามทฤษฎี ส าหรับค่าอตัราผลผลิตของเอทานอล พบวา่ท่ีค่าอตัราการเขยา่เท่ากบั 100 รอบต่อนาที จะมีค่าสูงท่ีสุด
คือ 2.70 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ส่วนท่ีค่าอตัราการเขยา่อ่ืน ๆ จะมีค่าระหวา่ง 2.53-2.57 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง  
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      จากการเปรียบเทียบค่าพารามิเตอร์จลนพลศาสตร์ท่ีไดจ้ากการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอล พบวา่ท่ีค่า
อตัราการเขยา่เท่ากบั 100 รอบต่อนาที แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 จะมีค่าผลไดข้องเอทานอล และค่าอตัรา
ผลผลิตของเอทานอลสูงกวา่ท่ีค่าอตัราการเขยา่อ่ืน ๆ ดงันั้นการเลือกใชค้่าอตัราการเขยา่เท่ากบั 100 รอบต่อนาที 
จึงมีความเหมาะสมท่ีสุดส าหรับใชใ้นการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอลท่ีมีน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 100 กรัมต่อลิตร 
ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภำพที ่21  เปรียบเทียบการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 ในอาหารเล้ียง 
               เช้ือสูตรอุดม ท่ีมีน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 100 กรัมต่อลิตร ท่ีค่าความเป็นกรด -ด่าง (pH) 
               เร่ิมตน้ 5.5 ท่ีอตัราการเขยา่ 0 100 และ 200 รอบต่อนาที 
 

4.2.10.3 ความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์เท่ากบั 150 กรัมต่อลิตร และอตัราการเขยา่เท่ากบั 0 100 และ 200 
รอบต่อนาที 

      จากการทดลอง พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 สามารถท่ีจะใชน้ ้ าตาล  รีดิวซ์ของทุกค่า
อตัราการเขยา่ไดภ้ายใน 20 ชัว่โมงแรกของการหมกั (ภาพท่ี 22A) และหลงัจากชัว่โมงท่ี 20 พบวา่ความเขม้ขน้
ของน ้าตาลรีดิวซ์จะเร่ิมมีค่าคงท่ีตลอดระยะเวลาของการหมกั ส าหรับความเขม้ขน้ต ่าสุดของน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีวดัได้
จากการหมกัท่ีอตัราการเขยา่เท่ากบั 0 100 และ 200 รอบต่อนาที มีค่าเท่ากบั 7.68 7.68 และ 7.41 กรัมต่อลิตร
ตามล าดบั ท่ีระยะเวลาของการหมกัเท่ากนัคือ 20 ชัว่โมง ส าหรับความเขม้ขน้ของเอทานอลท่ีผลิตได้ พบวา่
ในช่วงระหวา่งชัว่โมงท่ี 0 ถึงชัว่โมงท่ี 8 การผลิตจะเกิดข้ึนเพียงเลก็นอ้ย แต่หลงัจากชัว่โมงท่ี 8 พบวา่ทุกค่าอตัรา
การเขยา่จะมีความเขม้ขน้ของเอทานอลเพ่ิมสูงข้ึนอยา่งต่อเน่ืองจนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 20 (ภาพท่ี 22B) ซ่ึงหลงัจาก
ชัว่โมงท่ี 20 พบวา่ความเขม้ขน้ของเอทานอลจะมีค่าลดลงและคงท่ีตลอดระยะเวลาของการหมกั ส าหรับความ
เขม้ขน้สูงสุดของเอทานอลท่ีผลิตไดจ้ากการหมกัท่ีอตัราการเขยา่เท่ากบั 0 100 และ 200 รอบต่อนาที มีค่าเท่ากบั 
56.27 56.55 และ 56.99 กรัมต่อลิตรตามล าดบั ส าหรับความเขม้ขน้ของมวลเซลลท่ี์ผลิตได้ พบวา่ในช่วงระหวา่ง
ชัว่โมงท่ี 0 ถึงชัว่โมงท่ี 4 แบคทีเรียจะมีการเจริญเติบโตค่อนขา้งต ่า แต่หลงัจากชัว่โมงท่ี 4 พบวา่ทุกค่าอตัราการ
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เขยา่จะมีมวลเซลลเ์พ่ิมสูงข้ึนใกลเ้คียงกนัจนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 20 (ภาพท่ี 22C) ซ่ึงหลงัจากชัว่โมงท่ี 20 พบวา่
ความเขม้ขน้ของมวลเซลลจ์ะมีค่าลดลงและคงท่ีตลอดระยะเวลาของการหมกั ส าหรับความเขม้ขน้สูงสุดของมวล
เซลลท่ี์ผลิตไดจ้ากการหมกัท่ีอตัราการเขยา่เท่ากบั 0 100 และ 200 รอบต่อนาที มีค่าเท่ากบั 2.79 3.21 และ 3.57 
กรัมต่อลิตรตามล าดบั  
       เม่ือเปรียบเทียบค่าพารามิเตอร์จลนพลศาสตร์ท่ีไดจ้ากการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอล พบวา่แบคทีเรีย Z. 
mobilis TISTR 548 จะมีการเจริญเติบโตไดค้่อนขา้งต ่าในช่วงระหวา่งชัว่โมงท่ี 0 ถึง 4 ซ่ึงเป็นระยะพกัตวัของ
แบคทีเรีย เม่ือเปรียบเทียบค่าอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะ พบวา่ท่ีค่าอตัราการเขยา่เท่ากบั 0 และ 100 รอบต่อนาที 
จะมีค่าใกลเ้คียงกนัระหวา่ง 0.13-0.14 ต่อชัว่โมง (ทั้ง 2 ค่าค  านวณในช่วงระหวา่งชัว่โมงท่ี 4 ถึงชัว่โมงท่ี 8) ส่วนท่ี
ค่าอตัราการเขยา่เท่ากบั 200 รอบต่อนาที จะมีค่าเท่ากบั 0.11 ต่อชัว่โมง (ค านวณในช่วงระหวา่งชัว่โมงท่ี 12 ถึง
ชัว่โมงท่ี 16) เม่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพของการเปล่ียนน ้าตาลรีดิวซ์ พบวา่ท่ีค่าอตัราการเขยา่เท่ากบั 200 รอบ
ต่อนาที จะมีค่าสูงท่ีสุดคือร้อยละ 95.06 ของน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ ส าหรับท่ีค่าอตัราการเขยา่ 0 และ 100 รอบต่อ
นาที จะมีค่าเท่ากนัคือร้อยละ 94.88 ของน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้  ส าหรับผลไดข้องมวลเซลล ์พบวา่ท่ีค่าอตัราการเขยา่
เท่ากบั 200 รอบต่อนาที จะมีค่าสูงท่ีสุดคือ 0.025 กรัมมวลเซลลต่์อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป ในขณะท่ีค่าอตัรา
การเขยา่เท่ากบั 100 และ 0 รอบต่อนาที จะมีค่าเท่ากบั 0.023 และ 0.020 กรัมมวลเซลลต่์อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูก
ใชไ้ปตามล าดบั เม่ือเปรียบเทียบผลไดข้องเอทานอล พบวา่ค่าอตัราการเขยา่ทั้ง 3 ค่าจะมีค่าใกลเ้คียงกนั ซ่ึงมีค่า
ระหวา่ง 0.395-0.400 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถกูใชไ้ป เม่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพของผลไดข้องเอ
ทานอล พบวา่ท่ีค่าอตัราการเขยา่เท่ากบั 200 รอบต่อนาที จะมีค่าสูงท่ีสุดคือร้อยละ 78.43 ของค่าท่ีไดต้ามทฤษฎี 
แต่ส าหรับท่ีค่าอตัราการเขยา่อ่ืน ๆ จะมีค่าระหวา่งร้อยละ 77.45-77.84 ของค่าท่ีไดต้ามทฤษฎี ส าหรับค่าอตัรา
ผลผลิตของเอทานอล พบวา่ค่าอตัราการเขยา่ทั้ง 3 ค่ามีค่าใกลเ้คียงกนัมากซ่ึงมีค่าระหวา่ง 2.81-2.85 กรัมต่อลิตร
ต่อชัว่โมง 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภำพที ่22  เปรียบเทียบการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 ในอาหารเล้ียง 
               เช้ือสูตรอุดม ท่ีมีน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 150 กรัมต่อลิตร ท่ีค่าความเป็นกรด -ด่าง (pH)  
               เร่ิมตน้ 5.5 ท่ีอตัราการเขยา่ 0 100 และ 200 รอบต่อนาที 
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      จากการเปรียบเทียบค่าพารามิเตอร์จลนพลศาสตร์ท่ีไดจ้ากการหมกัเพื่อผลิตเอทานอล พบวา่ค่าอตัรา
การเขยา่ทั้ง 3 ค่าจะมีผลไดข้องเอทานอล และค่าอตัราผลผลิตของเอทานอลใกลเ้คียงกนัมาก ดงันั้นสามารถท่ีจะ
เลือกใชค้่าอตัราการเขยา่เท่ากบั 0 100 หรือ 200 รอบต่อนาที ส าหรับใชใ้นการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอลท่ีมีน ้าตาล
รีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 150 กรัมต่อลิตร ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 ได ้ 

      เม่ือเปรียบเทียบสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีไดจ้ากการหมกัตามขอ้  4.2.10.1-4.2.10.3 พบว่าท่ีค่าความ
เขม้ขน้ของน ้ าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 100 กรัมต่อลิตร จะมีผลไดข้องเอทานอลสูงท่ีสุดเม่ือใชอ้ตัราการเขยา่
เท่ากบั 100 รอบต่อนาที (ตารางท่ี 24) ในขณะท่ีค่าอตัราผลผลิตของเอทานอล พบวา่ท่ีค่าความเขม้ขน้ของน ้าตาล
รีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 150 กรัมต่อลิตรจะมีค่าสูงท่ีสุดเม่ือใชอ้ตัราการเขยา่เท่ากบั 200 รอบต่อนาที อยา่งไรกต็ามการ
เลือกใชค้วามเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 100 กรัมต่อลิตร และอตัราการเขยา่เท่ากบั 100 รอบต่อนาที 
จะมีความเหมาะสมมากท่ีสุด ทั้งน้ีเพราะจะใหค้่าผลไดข้องเอทานอลสูงท่ีสุด ถึงแมว้า่จะใหอ้ตัราผลผลิตของเอทา
นอลต ่ากวา่ท่ีค่าความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 150 กรัมต่อลิตรเพียงเลก็นอ้ยกต็าม ดงันั้นสภาวะท่ี
เหมาะสมส าหรับใชใ้นการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลคือ การใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 100 กรัมต่อลิตร ท่ีค่า
ความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 และท่ีอตัราการเขยา่เท่ากบั 100 รอบต่อนาที 
 

4.3 กำรศึกษำหำแหล่งไนโตรเจนที่เหมำะสมส ำหรับใช้ในกำรหมักเพือ่ผลติเอทำนอลในอำหำรเลีย้ง
เช้ือสูตรปรับต ่ำในระดับขวดเขย่ำ ขนำด 500 มิลลลิติร 
      จากการทดลอง พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 สามารถท่ีจะใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์ของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติม
เฉพาะ (NH4)2SO4 หรือ NH4Cl ไดดี้กวา่กวา่อาหารเล้ียงเช้ือท่ีไม่เติมแหล่งไนโตรเจน (ภาพท่ี 23A) อยา่งไรกต็าม
อาหารเล้ียงเช้ือทั้ง 3 สูตรจะมีความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์ลดต ่าลงในช่วงเวลาเดียวกนัคือตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 0 ถึง
ชัว่โมงท่ี 16 ของการหมกั ซ่ึงหลงัจากชัว่โมงท่ี 16 พบวา่น ้าตาลรีดิวซ์จะมีค่าลดลงเพียงเลก็นอ้ยและคงท่ีตลอด
ระยะเวลาของการหมกั ส าหรับความเขม้ขน้ต ่าสุดของน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีวดัไดจ้ากการหมกัของอาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ี
เติมเฉพาะ (NH4)2SO4  NH4Cl และไม่เติมแหล่งไนโตรเจน มีค่าเท่ากบั 4.60 4.33 และ 4.51 กรัมต่อลิตรตามล าดบั 
ท่ีระยะเวลาของการหมกัเท่ากนัคือ 16 ชัว่โมง ส าหรับความเขม้ขน้ของเอทานอลท่ีผลิตได้ พบวา่ความเขม้ขน้ของ
เอทานอลของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมเฉพาะ (NH4)2SO4 หรือ NH4Cl จะมีค่าเพ่ิมสูงข้ึนใกลเ้คียงกบัอาหารเล้ียงเช้ือท่ี
ไม่เติมแหล่งไนโตรเจน (ภาพท่ี 23B) ซ่ึงความเขม้ขน้ของเอทานอลของอาหารเล้ียงเช้ือทั้ง 3 สูตรจะมีค่าเพ่ิม
สูงข้ึนอยา่งต่อเน่ืองตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 0 จนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 16 ซ่ึงหลงัจากชัว่โมงท่ี 16 พบวา่การผลิตเอทานอลจะ
มีค่าคงท่ีและลดลงตลอดระยะเวลาของการหมกั ส าหรับความเขม้ขน้สูงสุดของเอทานอลท่ีผลิตไดจ้ากการหมกั
ของอาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ีเติมเฉพาะ (NH4)2SO4 NH4Cl และไม่เติมแหล่งไนโตรเจน มีค่าเท่ากบั 39.27 40.04 และ 
38.44 กรัมต่อลิตรตามล าดบั ส าหรับความเขม้ขน้ของมวลเซลลท่ี์ผลิตได้ พบวา่อาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ีเติมเฉพาะ 
NH4Cl จะมีความเขม้ขน้ของของมวลเซลลเ์พ่ิมสูงข้ึนอยา่งรวดเร็วภายใน 4 ชัว่โมงแรกของการหมกั ในขณะท่ี
อาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมเฉพาะ (NH4)2SO4 และไม่เติมแหล่งไนโตรเจน จะมีความเขม้ขน้ของมวลเซลลเ์พ่ิมสูงข้ึน
เพียงเลก็นอ้ยภายใน 4 ชัว่โมงแรก (ภาพท่ี 23C) อยา่งไรกต็ามหลงัจากชัว่โมงท่ี 4 พบวา่อาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ีเติม
เฉพาะ (NH4)2SO4 และ NH4Cl จะมีความเขม้ขน้ของมวลเซลลเ์พ่ิมสูงข้ึนอยา่งรวดเร็วและเร็วกวา่อาหารเล้ียงเช้ือท่ี
ไม่เติมแหล่งไนโตรเจนจนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 8 ซ่ึงหลงัจากชัว่โมงท่ี 8 พบวา่ความเขม้ขน้ของมวลเซลลข์อง
อาหารเล้ียงเช้ือทั้ง 3 สูตรจะมีค่าคงท่ีตลอดระยะเวลาของการหมกั โดยท่ีความเขม้ขน้สูงสุดของมวลเซลลข์อง
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อาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ีเติมเฉพาะ (NH4)2SO4  NH4Cl และไม่เติมแหล่งไนโตรเจน มีค่าเท่ากบั 3.15 3.34 และ 2.28 
กรัมต่อลิตรตามล าดบั  
      เม่ือเปรียบเทียบค่าพารามิเตอร์จลนพลศาสตร์ท่ีไดจ้ากการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอล พบวา่อาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติม
เฉพาะ (NH4)2SO4 และไม่เติมแหล่งไนโตรเจน แบคทีเรียจะมีช่วงระยะพกัตวัภายใน 4 ชัว่โมงแรก ในขณะท่ี
อาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมเฉพาะ NH4Cl แบคทีเรียจะมีการเจริญเติบโตอยา่งรวดเร็วภายใน 4 ชัว่โมงแรก เม่ือ
เปรียบเทียบค่าอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะ พบวา่อาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมเฉพาะ NH4Cl จะมีค่าเท่ากบั 0.20 ต่อ
ชัว่โมง (ค านวณในช่วงระหวา่งชัว่โมงท่ี 0 ถึงชัว่โมงท่ี 4) สูงกวา่อาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมเฉพาะ (NH4)2SO4 และไม่
เติมแหล่งไนโตรเจนซ่ึงมีค่าเท่ากบั 0.16 และ 0.11 ต่อชัว่โมง (ค านวณในช่วงระหวา่งชัว่โมงท่ี 4 ถึงชัว่โมงท่ี 8) 
ตามล าดบั เม่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพของการเปล่ียนน ้ าตาลรีดิวซ์ พบว่าอาหารเล้ียงเช้ือทั้ง 3 สูตรจะมี
ประสิทธิภาพในการเปล่ียนน ้ าตาลรีดิวซ์ไดใ้กลเ้คียงกนั ส าหรับผลไดข้องมวลเซลล์ พบวา่อาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติม
เฉพาะ (NH4)2SO4 และ NH4Cl จะมีค่าใกลเ้คียงกนัซ่ึงมีค่าระหวา่ง 0.033-0.035 กรัมมวลเซลลต่์อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์
ท่ีถูกใชไ้ปสูงกวา่อาหารเล้ียงเช้ือไม่เติมแหล่งไนโตรเจนท่ีมีค่าต ่าท่ีสุดคือ 0.024 กรัมมวลเซลลต่์อกรัมน ้ าตาล
รีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป เม่ือเปรียบเทียบผลไดข้องเอทานอล พบวา่อาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมเฉพาะ NH4Cl จะมีค่าสูงท่ีสุดคือ 
0.419 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ปสูงกวา่อาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมเฉพาะ (NH4)2SO4 และไม่เติม
แหล่งไนโตรเจนซ่ึงมีค่าระหว่าง 0.403-0.412 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป ส าหรับค่าอตัรา
ผลผลิตของเอทานอล พบวา่อาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมเฉพาะ NH4Cl จะมีค่าสูงท่ีสุดคือ 2.50 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง สูง
กวา่อาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมเฉพาะ (NH4)2SO4 และไม่เติมแหล่งไนโตรเจนซ่ึงมีค่าระหวา่ง 2.40-2.45 กรัมต่อลิตรต่อ
ชัว่โมง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภำพที ่23  เปรียบเทียบการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 ในอาหารเล้ียงเช้ือ 
               สูตรปรับต ่าท่ีมีน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 100 กรัมต่อลิตร ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้ 
               เท่ากบั 5.5  โดยเติมเฉพาะ (NH4)2SO4 NH4Cl  และไม่เติมแหล่งไนโตรเจน (ชุดควบคุม) และท่ี 
               อตัราการเขยา่ 100 รอบต่อนาที 
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      จากการเปรียบเทียบค่าพารามิเตอร์จลนพลศาสตร์ท่ีไดจ้ากการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอล พบวา่อาหารเล้ียงเช้ือท่ี
เติมเฉพาะ NH4Cl แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 จะมีค่าผลไดข้องเอทานอล และค่าอตัราผลผลิตของเอทานอล
สูงกวา่อาหารเล้ียงเช้ือสูตรอ่ืน ดงันั้นการเลือกใช ้NH4Cl ในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรปรับต ่าจึงมีความเหมาะสมท่ีสุด  
 

4.4 กำรศึกษำหำสภำวะที่เหมำะสมส ำหรับใช้ในกำรหมักเพือ่ผลิตเอทำนอลในอำหำรเลีย้งเช้ือสูตร
ปรับต ่ำในถังปฎกิรณ์ชีวภำพแบบถังกวน ขนำด 5 ลติร 
      4.4.1  กำรศึกษำกำรหมกัแบบกะ  

4.4.1.1  การศึกษาความเร็วรอบของใบกวนท่ีเหมาะสม 
      จากการทดลอง พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 สามารถท่ีจะใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีความเร็วรอบ

ของใบกวนทั้ง 3 ค่าไดอ้ยา่งรวดเร็วภายใน 16 ชัว่โมงแรกของการหมกั (ภาพท่ี 24A) ซ่ึงหลงัจากชัว่โมงท่ี 16 
พบวา่น ้าตาลรีดิวซ์ของทั้ง 3 ค่าความเร็วรอบของใบกวนจะมีค่าคงท่ีตลอดระยะเวลาของการหมกั ส าหรับความ
เขม้ขน้ต ่าสุดของน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีวดัไดจ้ากการหมกัท่ีความเร็วรอบของใบกวนเท่ากบั 50 100 และ 200 รอบต่อ
นาที มีค่าเท่ากบั 2.45 2.65 และ 3.16 กรัมต่อลิตรตามล าดบั ท่ีระยะเวลาของการหมกัเท่ากนัคือ 16 ชัว่โมง ส าหรับ
ความเขม้ขน้ของเอทานอลท่ีผลิตได  ้พบวา่ความเขม้ขน้ของเอทานอลจะมีค่าเพ่ิมสูงข้ึนอยา่งต่อเน่ืองตั้งแต่ชัว่โมง
ท่ี 0 ถึงชัว่โมงท่ี 16 (ภาพท่ี 24B) ซ่ึงหลงัจากชัว่โมงท่ี 16 พบวา่การใชค้วามเร็วรอบของใบกวนทั้ง 3 ค่าจะมีความ
เขม้ขน้ของเอทานอลคงท่ีตลอดระยะเวลาของการหมกั ส าหรับความเขม้ขน้สูงสุดของเอทานอลท่ีผลิตไดจ้ากการ
หมกัท่ีความเร็วรอบของใบกวนเท่ากบั 50 100 และ 200 รอบต่อนาที มีค่าเท่ากบั 40.88 42.27 และ 42.81 กรัมต่อ
ลิตรตามล าดบั ส าหรับความเขม้ขน้ของมวลเซลลท่ี์ผลิตได้ พบวา่การใชค้วามเร็วรอบของใบกวนทั้ง 3 ค่าจะมี
ความเขม้ขน้ของมวลเซลลเ์พ่ิมสูงข้ึนอยา่งรวดเร็วภายใน 8 ชัว่โมงแรกของการหมกั (ภาพท่ี 24C) ซ่ึงหลงัจาก
ชัว่โมงท่ี 8 พบวา่ความเขม้ขน้ของมวลเซลลข์องทั้ง 3 ค่าความเร็วรอบของใบกวนจะมีค่าเพ่ิมสูงข้ึนอีกเพียง
เลก็นอ้ยและคงท่ีตลอดระยะเวลาของการหมกั ส าหรับความเขม้ขน้สูงสุดของมวลเซลลท่ี์ผลิตไดท่ี้ความเร็วรอบ
ของใบกวนเท่ากบั 50 100 และ 200 รอบต่อนาที มีค่าเท่ากบั 2.40 2.82 และ 2.84 กรัมต่อลิตรตามล าดบั  

      เม่ือเปรียบเทียบค่าพารามิเตอร์จลนพลศาสตร์ท่ีไดจ้ากการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอล พบวา่แบคทีเรีย Z. 
mobilis TISTR 548 จะมีการเจริญเติบโตอยา่งรวดเร็วภายใน 8 ชัว่โมงแรก โดยท่ีการใชค้วามเร็วรอบของใบกวน
เท่ากบั 200 รอบต่อนาที แบคทีเรียจะมีระยะพกัตวัในช่วงระหวา่ง 4 ชัว่โมงแรกของการหมกั แต่ท่ีความเร็วรอบ
ของใบกวนเท่ากบั 50 และ 100 รอบต่อนาที จะไม่พบระยะพกัตวั เม่ือเปรียบเทียบค่าอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะ 
พบวา่ท่ีค่าความเร็วรอบของใบกวนเท่ากบั 50 และ 200 รอบต่อนาที จะมีค่าเท่ากนัและมีค่าสูงกวา่ (0.23 ต่อ
ชัว่โมง) ท่ีค่าความเร็วรอบของใบกวนเท่ากบั 100 รอบต่อนาที (0.20 ต่อชัว่โมง) (ทั้ง 3 ค่าค  านวณในช่วงระหวา่ง
ชัว่โมงท่ี 4 ถึงชัว่โมงท่ี 8) ส าหรับประสิทธิภาพของการเปล่ียนน ้าตาลรีดิวซ์ พบวา่ท่ีความเร็วรอบของใบกวน
เท่ากบั 50 รอบต่อนาที จะมีค่าสูงกวา่ท่ีค่าความเร็วรอบของใบกวนเท่ากบั 100 และ 200 รอบต่อนาที ส าหรับ
ผลไดข้องมวลเซลล ์ พบวา่ท่ีค่าความเร็วรอบของใบกวนเท่ากบั 100 และ 200 รอบต่อนาที มีค่าใกลเ้คียงกนั 
(0.029-0.030 กรัมมวลเซลลต่์อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป) สูงกวา่ท่ีค่าความเร็วรอบของใบกวนเท่ากบั 50 รอบ
ต่อนาที (0.025 กรัมมวลเซลลต่์อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป) ส าหรับผลไดข้องเอทานอล พบวา่ท่ีค่าความเร็ว
รอบของใบกวนเท่ากบั 100 และ 200 รอบต่อนาที จะมีค่าใกลเ้คียงกนัมาก (0.442-0.444 กรัมเอทานอลต่อกรัม
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น ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถกูใชไ้ป) สูงกวา่ท่ีค่าความเร็วรอบของใบกวนเท่ากบั 50 รอบต่อนาที (0.419 กรัมเอทานอลต่อกรัม
น ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป) ส าหรับค่าอตัราผลผลิตของเอทานอล พบวา่ท่ีความเร็วรอบของใบกวนเท่ากบั 100 และ 
200 รอบต่อนาทีจะมีค่าใกลเ้คียงกนัมากและมีค่าสูงกวา่ท่ีความเร็วรอบของใบกวนเท่ากบั 50 รอบต่อนาที  

      จากการเปรียบเทียบค่าพารามิเตอร์จลนพลศาสตร์ท่ีไดจ้ากการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอล พบวา่ท่ีค่า
ความเร็วรอบของใบกวนเท่ากบั 100 และ 200 รอบต่อนาที แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 จะมีค่าผลไดข้องเอ
ทานอล และค่าอตัราผลผลิตของเอทานอลสูงกวา่ท่ีค่าความเร็วรอบของใบกวนเท่ากบั 50 รอบต่อนาที อยา่งไรก็
ตามเพื่อเป็นการประหยดัพลงังานในการกวน การเลือกใชค้่าความเร็วของใบกวนเท่ากบั 100 รอบต่อนาทีจึงมี
ความเหมาะสมมากกวา่ท่ีค่าความเร็วรอบของใบกวนเท่ากบั 200 รอบต่อนาที ดงันั้นการเลือกใชค้วามเร็วรอบของ
ใบกวนเท่ากบั 100 รอบต่อนาที จึงมีความเหมาะสมมากท่ีสุดส าหรับการหมกัเพื่อผลิตเอทานอล 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภำพที ่24  เปรียบเทียบการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 ในอาหารเล้ียงเช้ือ 
               สูตรปรับต ่า ในถงัปฎิกรณ์ชีวภาพแบบถงักวน ขนาด 5 ลิตร ท่ีความเร็วรอบของใบกวนเท่ากบั 50  
               100 และ 200 รอบต่อนาที 
 

4.4.1.2  การศึกษาปริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้ท่ีเหมาะสม 
      จากการทดลอง พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 สามารถท่ีจะใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์ของอาหารเล้ียง

เช้ือท่ีเติมกลา้เช้ือเร่ิมตน้เท่ากบัร้อยละ 10 15 และ 20 (โดยปริมาตร) ไดอ้ยา่งรวดเร็วภายใน 12 ชัว่โมงแรกของการ
หมกั (ภาพท่ี 25A) ซ่ึงหลงัจากชัว่โมงท่ี 12 พบวา่ความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์ของทั้ง 3 ค่าปริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้
จะมีค่าคงท่ีตลอดระยะเวลาของการหมกั ส าหรับความเขม้ขน้ต ่าสุดของน ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีวดัไดจ้ากการหมกัเม่ือใช้
ปริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้เท่ากบัร้อยละ 10 15 และ 20 (โดยปริมาตร) มีค่าเท่ากบั 3.03 3.75 และ 4.88 กรัมต่อลิตร
ตามล าดบั ท่ีระยะเวลาของการหมกันาน 12 16 และ 16 ชัว่โมง ตามล าดบั ส าหรับความเขม้ขน้ของเอทานอลท่ี
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ผลิตได ้พบวา่การใชป้ริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้ทั้ง 3 ค่าจะผลิตเอทานอลไดอ้ยา่งต่อเน่ืองตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 0-12 ของการ
หมกั (ภาพท่ี 25B) แต่การใชป้ริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้เท่ากบัร้อยละ 15 และ 20 (โดยปริมาตร) จะผลิตเอทานอลได้
อยา่งต่อเน่ืองจนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 16 ซ่ึงหลงัจากชัว่โมงท่ี 16 พบวา่ความเขม้ขน้ของเอทานอลของปริมาณกลา้
เช้ือเร่ิมตน้ทั้ง 3 ค่าจะมีค่าคงท่ีตลอดระยะเวลาของการหมกั ส าหรับความเขม้ขน้สูงสุดของเอทานอลท่ีผลิตไดจ้าก
การหมกัเม่ือใชป้ริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้เท่ากบัร้อยละ 10 15 และ 20 (โดยปริมาตร) มีค่าเท่ากบั 40.00 40.42 และ 
41.44 กรัมต่อลิตรตามล าดบั ส าหรับความเขม้ขน้ของมวลเซลลท่ี์ผลิตได้ พบวา่การใชป้ริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้ทั้ง 3 
ค่าจะท าใหค้วามเขม้ขน้ของมวลเซลลมี์ค่าเพ่ิมสูงข้ึนอยา่งรวดเร็วภายใน 4 ชัว่โมงแรกของการหมกั (ภาพท่ี 25C)  
และจะมีค่าเพ่ิมสูงข้ึนอีกเพียงเลก็นอ้ยจนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 8 ซ่ึงหลงัจากชัว่โมงท่ี 8 พบวา่ความเขม้ขน้ของมวล
เซลลข์องปริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้ทั้ง 3 ค่าจะมีค่าคงท่ีตลอดระยะเวลาของการหมกั ส าหรับความเขม้ขน้สุงสุดของ
มวลเซลลท่ี์ผลิตไดจ้ากการหมกัเม่ือใชป้ริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้เท่ากบัร้อยละ 10 15 และ 20 (โดยปริมาตร) มีค่า
เท่ากบั 2.27 2.41 และ 2.70 กรัมต่อลิตรตามล าดบั  

      เม่ือเปรียบเทียบค่าพารามิเตอร์จลนพลศาสตร์ท่ีไดจ้ากการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอล พบวา่แบคทีเรีย Z. 
mobilis TISTR 548 จะมีการเจริญเติบโตอยา่งรวดเร็วภายใน 4 ชัว่โมงแรก โดยไม่มีระยะพกัตวั ส าหรับค่าอตัรา
การเจริญเติบโตจ าเพาะ พบวา่การใชป้ริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้เท่ากบัร้อยละ 10 และ 15 (โดยปริมาตร) จะมีค่า
ใกลเ้คียงกนั (0.30-0.32 ต่อชัว่โมง) สูงกวา่การใชป้ริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้เท่ากบัร้อยละ 20 (โดยปริมาตร) ซ่ึงมีค่า
เท่ากบั 0.19 ต่อชัว่โมง (ทั้ง 3 ค่าค  านวณในช่วงระหวา่งชัว่โมงท่ี 0 ถึงชัว่โมงท่ี 4) เม่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพ
ของการเปล่ียนน ้าตาลรีดิวซ์ พบวา่การใชป้ริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้เท่ากบัร้อยละ 10 และ 15 (โดยปริมาตร) จะมีค่า
ใกลเ้คียงกนัระหวา่งร้อยละ 96.25-96.97 ของน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ สูงกวา่ การใชป้ริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้เท่ากบัร้อย
ละ 20 (โดยปริมาตร) ซ่ึงมีค่าเท่ากบัร้อยละ 95.12 ของน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ ส าหรับผลไดข้องมวลเซลล์ พบวา่การ
ใชป้ริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้เท่ากบัร้อยละ 20 (โดยปริมาตร) จะมีค่าสูงกวา่ (0.028 กรัมมวลเซลลต่์อกรัมน ้าตาล
รีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป) การใชป้ริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้เท่ากบัร้อยละ 10 และ 15 (โดยปริมาตร) ซ่ึงมีค่าระหวา่ง 0.023-
0.025 กรัมมวลเซลลต่์อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป เม่ือเปรียบเทียบผลไดข้องเอทานอล พบวา่การใชป้ริมาณกลา้
เช้ือเร่ิมตน้เท่ากบัร้อยละ 20 (โดยปริมาตร) จะมีค่าสูงกวา่ (0.436 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป) 
การใชป้ริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้เท่ากบัร้อยละ 10และ 15 (โดยปริมาตร) ท่ีมีค่าระหวา่ง 0.412-0.420กรัมเอทานอลต่อ
กรัมน ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป รวมทั้งจะมีประสิทธิภาพของผลไดข้องเอทานอลสูงกว่าการใชป้ริมาณกลา้เช้ือ
เร่ิมตน้เท่ากบัร้อยละ 10 และ 15 (โดยปริมาตร) ส าหรับค่าอตัราผลผลิตของเอทานอล พบวา่การใชป้ริมาณกลา้เช้ือ
เร่ิมตน้เท่ากบัร้อยละ 10 (โดยปริมาตร) จะมีค่าสูงกวา่การใชป้ริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้เท่ากบัร้อยละ 15 และ 20 (โดย
ปริมาตร)  

      จากการเปรียบเทียบค่าพารามิเตอร์จลนพลศาสตร์ท่ีไดจ้ากการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอล พบวา่การใช้
ปริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้เท่ากบัร้อยละ 20 (โดยปริมาตร) แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 จะมีผลไดข้องเอทานอล
สูงท่ีสุด อยา่งไรกต็ามการใชป้ริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้เท่ากบัร้อยละ 10 (โดยปริมาตร)  จะใหอ้ตัราผลผลิตของเอทา
นอลสูงท่ีสุด และเม่ือเปรียบเทียบค่าผลไดข้องเอทานอล พบวา่จะมีค่าสูงไม่แตกต่างกนัมาก เพื่อเป็นการลดตน้ทุน
ในการเตรียมปริมาณของกลา้เช้ือเร่ิมตน้สามารถท่ีจะเลือกใชป้ริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้เท่ากบัร้อยะล 10 (โดย
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ปริมาตร) ไดซ่ึ้งจะใหค้่าผลไดข้องเอทานอลมากเพียงพอ รวมทั้งจะใหอ้ตัราผลผลิตของเอทานอลสูงท่ีสุด ดงันั้น
การเลือกใชป้ริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้เท่ากบัร้อยละ 10 (โดยปริมาตร) จึงมีความเหมาะสมมากท่ีสุด  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภำพที ่25  เปรียบเทียบการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 ในอาหารเล้ียงเช้ือ 
               สูตรปรับต ่า ในถงัปฎิกรณ์ชีวภาพแบบถงักวน ขนาด 5 ลิตร โดยใชป้ริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้เท่ากบั 
               ร้อยละ 10 15 และ 20 (โดยปริมาตร) 
 

4.4.1.3  การศึกษาการหมกัท่ีสภาวะค่าความเป็รกรด-ด่าง (pH) คงท่ี 
      จากการทดลอง พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 สามารถท่ีจะใชน้ ้ าตาล  รีดิวซ์ท่ีค่าความเป็น

กรด-ด่าง (pH) คงท่ีทั้ง 2 ค่าไดอ้ยา่งรวดเร็วภายใน 12 ชัว่โมงแรกของการหมกั (ภาพท่ี 26A) ซ่ึงหลงัจากชัว่โมงท่ี 
12 พบวา่ความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) คงท่ีทั้ง 2 ค่า จะมีค่าคงท่ีตลอดระยะเวลาของ
การหมกั ส าหรับความเขม้ขน้ต ่าสุดของน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีวดัไดจ้ากการหมกัท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) คงท่ีเท่ากบั 
5.5 และ 6.5 มีค่าเท่ากบั 2.84 และ 2.94 กรัมต่อลิตรตามล าดบั ท่ีระยะเวลาของการหมกัเท่ากนัคือ 12 ชัว่โมง 
ส าหรับความเขม้ขน้ของเอทานอลท่ีผลิตได ้พบวา่ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) คงท่ีทั้ง 2 ค่าจะมีความเขม้ขน้ของเอ
ทานอลเพ่ิมสูงข้ึนใกลเ้คียงกนัตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 0 ถึงชัว่โมงท่ี12 (ภาพท่ี 26B) ซ่ึงหลงัจากชัว่โมงท่ี 12 พบวา่ความ
เขม้ขน้ของเอทานอลของค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) คงท่ีทั้ง 2 ค่าจะมีค่าคงท่ีตลอดระยะเวลาของการหมกั 
ส าหรับความเขม้ขน้สูงสุดของเอทานอลท่ีวดัไดจ้ากการหมกัท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) คงท่ีเท่ากบั 5.5 และ 6.5 
มีค่าเท่ากบั 46.73 และ 43.24 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั ส าหรับความเขม้ขน้ของมวลเซลลท่ี์ผลิตได้ พบวา่ค่าความ
เป็นกรด-ด่าง (pH) คงท่ีทั้ง 2 ค่าจะมีความเขม้ขน้ของมวลเซลลเ์พ่ิมข้ึนไดใ้กลเ้คียงกนัตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 0-12 (ภาพท่ี 
26C) แต่พบวา่ในชัว่โมงท่ี 0 ถึงชัว่โมงท่ี 2 ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) คงท่ี 6.5 จะมีค่าคงท่ี แต่หลงัจากชัว่โมงท่ี 
2 พบวา่ความเขม้ขน้ของมวลเซลลจ์ะมีค่าเพ่ิมสูงข้ึนอยา่งต่อเน่ืองจนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 12 ซ่ึงหลงัจากชัว่โมงท่ี 
12 พบวา่ความเขม้ขน้ของมวลเซลลข์องค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) คงท่ีทั้ง 2 ค่าจะมีค่าไม่เปล่ียนแปลงและ
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ค่อนขา้งคงท่ีตลอดระยะเวลาของการหมกั ส าหรับความเขม้ขน้สูงสุดของมวลเซลลท่ี์วดัไดจ้ากการหมกัท่ีค่าความ
เป็นกรด-ด่าง (pH) คงท่ีเท่ากบั 5.5 และ 6.5 มีค่าเท่ากบั 2.36 และ 2.07 กรัมต่อลิตรตามล าดบั  
                  เม่ือเปรียบเทียบค่าพารามิเตอร์จลนพลศาสตร์ท่ีไดจ้ากการหมกัเพื่อผลิตเอทานอล พบวา่ท่ีค่าความเป็น
กรด-ด่าง (pH) คงท่ีเท่ากบั 6.5 แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 จะมีช่วงระยะพกัตวัท่ีชัว่โมงท่ี 0 ชัว่โมงท่ี 2 แต่ท่ี
ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) คงท่ีเท่ากบั 5.5 แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 จะมีการเจริญเติบโตอยา่งต่อเน่ือง ซ่ึง
ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) คงท่ีทั้ง 2 ค่าจะมีค่าอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะใกลเ้คียงกนัระหวา่ง 0.13-0.14 ต่อ
ชัว่โมง (ทั้ง 2 ค่าค  านวณในช่วงระหวา่งชัว่โมงท่ี 2 ถึงชัว่โมงท่ี 8) เม่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพของการเปล่ียน
น ้าตาลรีดิวซ์ พบวา่ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) คงท่ีทั้ง 2 ค่าจะมีค่าใกลเ้คียงกนัระหวา่งร้อยละ 97.06-97.16 ของ
น ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ ส าหรับผลไดข้องมวลเซลล์ พบวา่ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) คงท่ีเท่ากบั 5.5 จะมีค่าสูงกวา่ 
(0.024 กรัมมวลเซลลต่์อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป) ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) คงท่ีเท่ากบั 6.5 (0.021 กรัม
มวลเซลลต่์อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป) เพียงเลก็นอ้ย เม่ือเปรียบเทียบผลไดข้องเอทานอล พบวา่ท่ีค่าความเป็น
กรด-ด่าง (pH) คงท่ีเท่ากบั 5.5 จะมีค่าสูงกวา่ (0.481 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป) ท่ีค่าความเป็น
กรด-ด่าง (pH) คงท่ีเท่ากบั 6.5 (0.445 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป) ซ่ึงท าใหป้ระสิทธิภาพของ
ผลไดข้องเอทานอลและค่าอตัราผลผลิตของเอทานอลท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) คงท่ีเท่ากบั 5.5 สูงกวา่ท่ีค่า
ความเป็นกรด-ด่าง (pH) คงท่ีเท่ากบั 6.5   
                  จากการเปรียบเทียบค่าพารามิเตอร์จลนพลศาสตร์ท่ีไดจ้ากการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอล พบวา่ท่ีค่าความ
เป็นกรด-ด่าง (pH) คงท่ีเท่ากบั 5.5 แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 จะมีค่าผลไดข้องเอทานอล และค่าอตัรา
ผลผลิตของเอทานอลสูงกวา่ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) คงท่ีเท่ากบั 6.5 ดงันั้นการเลือกใชค้่าความเป็นกรด-ด่าง 
(pH) คงท่ีเท่ากบั 5.5 ส าหรับการหมกัเพื่อผลิตเอทานอล จึงมีความเหมาะสมมากท่ีสุด 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภำพที ่26  เปรียบเทียบการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 ในอาหารเล้ียงเช้ือ 
               สูตรปรับต ่า ในถงัปฎิกรณ์ชีวภาพแบบถงักวน ขนาด 5 ลิตร โดยการควบคุมค่าความเป็นกรด-ด่าง  
               (pH) คงท่ีเท่ากบั 5.5 และ 6.5 โดยใชป้ริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้เท่ากบัร้อยละ 10 (โดยปริมาตร) 
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      4.4.2  กำรศึกษำกำรหมักแบบกึง่กะ  
4.4.2.1 การเติมอาหารเล้ียงเช้ือสูตรปรับต ่า ท่ีมีน ้ าตาลรีดิวซ์เท่ากบั 75 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 250 

มิลลิลิตร จ านวน 8 คร้ัง  
      จากการทดลอง พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 สามารถท่ีจะใชน้ ้ าตาล  รีดิวซ์ไดอ้ยา่ง

ต่อเน่ืองตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 0 จนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 6 ของการหมกั (ภาพท่ี 27A) โดยท่ีความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิ
วซ์จะมีค่าอยูใ่นช่วงท่ีแบคทีเรียก าลงัมีการเจริญเติยโต ซ่ึงในชัว่โมงท่ี 6 จะมีค่าเท่ากบั 22.26 กรัมต่อลิตร จากนั้น
ท าการเติมอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีน ้ าตาลรีดิวซ์เท่ากบั 75 กรัมต่อลิตร อยา่งต่อเน่ืองติดต่อกนัจ านวน 8 คร้ัง เพื่อรักษา
สภาพการเจริญเติบโตและการหมกัของแบคทีเรียให้เกิดข้ึนอยา่งต่อเน่ือง ซ่ึงในช่วงระหวา่งท่ีมีการเติมน ้ าตาล
รีดิวซ์และเกิดการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอลข้ึน พบวา่ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลรีดิวซ์หลงัจากท่ีมีการเติมทนัทีในแต่
ละคร้ังในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพจะมีค่าเพ่ิมสูงข้ึนและลดลง นอกจากน้ียงัพบวา่ในการเติมน ้าตาลรีดิวซ์แต่ละคร้ังมีผล
ท าใหค้วามเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์เกิดการเจือจางข้ึน โดยช่วงท่ีมีการเติมน ้าตาลรีดิวซ์จะมีค่าสั้นมาก ซ่ึงหลงัจาก
ชัว่โมงท่ี 13 พบวา่ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลรีดิวซ์จะมีลดลงอยา่งต่อเน่ืองและมีค่าคงท่ีตลอดระยะเวลาของการ
หมกั ส าหรับความเขม้ขน้ต ่าสุดของน ้าตาลบรีดิวซ์ท่ีวดัไดมี้ค่าเท่ากบั 4.33 กรัมต่อลิตร ท่ีระยะเวลาของการหมกั
ประมาณ 21 ชัว่โมง ส าหรับความเขม้ขน้ของเอทานอลท่ีผลิตได้ พบวา่ในช่วงระหวา่งชัว่โมงท่ี 0 ถึงชัว่โมงท่ี 6 
ความเขม้ขน้ของเอทานอลจะมีค่าเพ่ิมสูงข้ึนอยา่งต่อเน่ือง แต่หลงัจากท่ีมีการเติมน ้าตาลรีดิวซ์ พบวา่ความเขม้ขน้
ของเอทานอลจะมีค่าเพ่ิมสูงข้ึนเพียงเลก็นอ้ยตลอดระยะเวลาของการเติมน ้าตาลรีดิวซ์ (ภาพท่ี 27B) ส าหรับความ
เขม้ขน้สูงสุดของเอทานอลท่ีผลิตไดมี้ค่าเท่ากบั 32.34 กรัมต่อลิตร ส าหรับความเขม้ขน้ของมวลเซลลท่ี์ผลิตได ้
พบวา่ความเขม้ขน้ของมวลเซลลจ์ะมีค่าเพ่ิมสูงข้ึนอยา่งต่อเน่ืองตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 0 จนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 6 โดยไม่
สามารถวดัระยะพกัตวัของแบคทีเรียไดจ้ากการทดลอง (ภาพท่ี 27C) ส าหรับการเปล่ียนแปลงความเขม้ขน้ของ
มวลเซลลใ์นช่วงระหวา่งท่ีมีการเติมน ้าตาลรีดิวซ์และการหมกั พบวา่ความเขม้ขน้ของมวลเซลลจ์ะมีค่าเพ่ิมสูงข้ึน
อีกเพียงเลก็นอ้ยและค่อนขา้งคงท่ีในระหวา่งท่ีมีการเติมน ้าตาลรีดิวซ์ แต่ในช่วงสุดทา้ยของการหมกั พบวา่ความ
เขม้ขน้ของมวลเซลลจ์ะมีค่าลดลง ทั้งน้ีเน่ืองจากการเจือจางของมวลเซลลท่ี์เกิดข้ึนในช่วงระหว่างท่ีมีการเติม
น ้าตาลรีดิวซ์ ส าหรับความเขม้ขน้สูงสุดของมวลเซลลท่ี์วดัไดจ้ากการหมกัจะมีค่าเท่ากบั 2.48 กรัมต่อลิตร  
       4.4.2.2 การเติมอาหารเล้ียงเช้ือสูตรปรับต ่าท่ีมีน ้ าตาลรีดิวซ์เท่ากบั 150 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 500 
มิลลิลิตร จ านวน 4 คร้ัง  

      จากการทดลอง พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 สามารถท่ีจะใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์ไดอ้ยา่งต่อเน่ือง
ตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 0 จนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 6 (ภาพท่ี 28A) ซ่ึงจะมีน ้าตาลรีดิวซ์เหลืออยูเ่ท่ากบั 48.15 กรัมต่อลิตร 
จากนั้นท าการเติมอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีน ้ าตาลรีดิวซ์เท่ากบั 150 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 500 มิลลิลิตร อยา่งต่อเน่ือง
ติดต่อกนัจ านวน 4 คร้ัง เพ่ือรักษาสภาพการเจริญเติบโตและการหมกัของแบคทีเรียให้เกิดข้ึนอยา่งต่อเน่ือง ซ่ึง
ในช่วงระหวา่งท่ีมีการเติมและการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอล พบวา่ความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีเติมในแต่ละคร้ัง
จะมีผลต่อการเปล่ียนแปลงความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์และความเขม้ขน้ของมวลเซลลข์องแบคทีเรียภายในถงั
ปฏิกรณ์ชีวภาพเน่ืองจากเกิดการเจือจางของอาหารเล้ียงเช้ือข้ึน อยา่งไรกต็ามพบวา่ในการเติมน ้าตาลรีดิวซ์แต่ละ
คร้ังจะท าใหค้วามเขม้ขน้ของน ้ าตาลรีดิวซ์มีค่าเพ่ิมสูงข้ึนและลดลงอยา่งต่อเน่ือง ส าหรับในช่วงระหวา่งท่ีมีการ
เติมน ้าตาลรีดิวซ์และการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอล พบวา่ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลรีดิวซ์จะมีค่าเปล่ียนแปลงในช่วง
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ระหวา่ง 48.15-57.19 กรัมต่อลิตร โดยท่ีความเขม้ขน้ต ่าสุดของน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีวดัไดห้ลงัจากการหมกั มีค่าเท่ากบั 
5.33 กรัมต่อลิตร ท่ีระยะเวลาของการหมกัประมาณ 25 ชัว่โมง ส าหรับความเขม้ขน้ของเอทานอลท่ีผลิตได้ พบวา่
ความเขม้ขน้ของเอทานอลจะมีค่าเพ่ิมสูงข้ึนอยา่งต่อเน่ืองตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 0 จนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 6 ของการหมกั 
(ภาพท่ี 28B) และจะมีค่าเพ่ิมสูงข้ึนอยา่งต่อเน่ืองในช่วงระหวา่งท่ีมีการเติมน ้าตาลรีดิวซ์ โดยท่ีความเขม้ขน้สูงสุด
ของเอทานอลท่ีวดัไดจ้ากการหมกัจะมีค่าเท่ากบั 46.47 กรัมต่อลิตร ส าหรับความเขม้ขน้ของมวลเซลลท่ี์ผลิตได  ้
พบวา่ความเขม้ขน้ของมวลเซลลจ์ะมีค่าเพ่ิมสูงข้ึนอยา่งต่อเน่ืองตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 0 จนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 6 ของการ
หมกั (ภาพท่ี 28C) และหลงัจากท่ีมีการเติมน ้าตาลรีดิวซ์ในระหวา่งการหมกั พบวา่ความเขม้ขน้ของมวลเซลลจ์ะ
ถูกเจือจางตามปริมาตรท่ีเพ่ิมสูงข้ึนของอาหารเล้ียงเช้ือ อยา่งไรกต็ามพบวา่ความเขม้ขน้ของมวลเซลลจ์ะมีค่าเพ่ิม
สูงข้ึนเพียงเลก็นอ้ยในระหวา่งท่ีมีการเติมน ้าตาลรีดิวซ์ และเป็นช่วงท่ีแบคทีเรียมีก าลงัมีการเจริญเติบโต อยา่งไรก็
ตามความเขม้ขน้ของมวลเซลลจ์ะมีความเขม้ขน้ลดลงในช่วงสุดทา้ยของการหมกั โดยท่ีความเขม้ขน้สูงสุดของ
มวลเซลลท่ี์วดัไดจ้ากการหมกัจะมีค่าเท่ากบั 1.64 กรัมต่อลิตร  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภำพที่ 27  การหมกัเพื่อผลิตเอทานอลแบบก่ึงกะ โดยวธีิการเติมน ้าตาลรีดิวซ์เขม้ขน้เท่ากบั 75 กรัมต่อลิตร  
               ปริมาตร 250 มิลลิลิตร จ านวน 8 คร้ัง  
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ภำพที่ 28  เปรียบเทียบการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลแบบก่ึงกะ โดยวธีิการเติมน ้าตาลรีดิวซ์เขม้ขน้เท่ากบั  
               150 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 500 มิลลิลิตร จ านวน 4 คร้ัง  

4.4.2.2 การเติมอาหารเล้ียงเช้ือสูตรปรับต ่าท่ีมีน ้ าตาลรีดิวซ์เท่ากบั 300 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 1 ลิตร จ านวน 
2 คร้ัง  

      จากการทดลอง พบว่าแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 สามารถท่ีจะใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์ไดอ้ยา่งต่อเน่ือง
ตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 0 จนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 6 (ภาพท่ี 29A) ซ่ึงจะมีน ้ าตาลรีดิวซ์เหลืออยูเ่ท่ากบั 35.63 กรัมต่อลิตร จากนั้น
ท าการเติมอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีน ้ าตาลรีดิวซ์เท่ากบั 300 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 1ลิตร อยา่งต่อเน่ืองติดต่อกนัจ านวน 2 
คร้ัง เพ่ือรักษาสภาพการเจริญเติบโตและการหมกัของแบคทีเรียใหเ้กิดข้ึนอยา่งต่อเน่ือง ซ่ึงในช่วงระหว่างท่ีมีการเติม
และการหมกัเพื่อผลิตเอทานอล พบว่าความเขม้ขน้ของน ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีเติมในแต่ละคร้ังจะมีผลต่อการเปล่ียนแปลง
ความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์และความเขม้ขน้ของมวลเซลลข์องแบคทีเรียภายในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพเน่ืองจากเกิดการ
เจือจางของอาหารเล้ียงเช้ือข้ึน อยา่งไรก็ตามพบว่าในการเติมน ้ าตาลรีดิวซ์แต่ละคร้ังจะท าใหค้วามเขม้ขน้ของน ้ าตาล
รีดิวซ์มีค่าเพ่ิมสูงข้ึนอยา่งชดัเจน โดยท่ีความเขม้ขน้ต ่าสุดของน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีวดัไดห้ลงัจากการหมกัมีค่าเท่ากบั 9.13 
กรัมต่อลิตร ท่ีระยะเวลาของการหมกัประมาณ 21 ชัว่โมง ส าหรับความเขม้ขน้ของเอทานอลท่ีผลิตได้ พบว่าความ
เขม้ขน้ของเอทานอลจะมีค่าเพ่ิมสูงข้ึนอยา่งต่อเน่ืองตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 0 จนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 6 ของการหมกั (ภาพท่ี 
29B) และจะมีค่าเพ่ิมสูงข้ึนอยา่งต่อเน่ืองในช่วงระหว่างท่ีมีการเติมน ้ าตาลรีดิวซ์ โดยท่ีความเขม้ขน้สูงสุดของเอทา
นอลท่ีวดัไดจ้ากการหมกัจะมีค่าเท่ากบั 71.70 กรัมต่อลิตร ส าหรับความเขม้ขน้ของมวลเซลลท่ี์ผลิตได้ พบว่าความ
เขม้ขน้ของมวลเซลลจ์ะมีค่าเพ่ิมสูงข้ึนอยา่งต่อเน่ืองตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 0 จนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 4 ของการหมกั (ภาพท่ี 
29C) และหลงัจากท่ีมีการเติมน ้ าตาลรีดิวซ์ในระหว่างการหมกั พบว่าความเขม้ขน้ของมวลเซลลจ์ะถูกเจือจางตาม
ปริมาตรท่ีเพ่ิมสูงข้ึนของอาหารเล้ียงเช้ือ อยา่งไรกต็ามพบวา่ความเขม้ขน้ของมวลเซลลจ์ะมีค่าเพ่ิมสูงข้ึนอยา่งต่อเน่ือง
ในระหว่างท่ีมีการเติมน ้ าตาลรีดิวซ์ และเป็นช่วงท่ีแบคทีเรียมีก าลงัมีการเจริญเติบโต อยา่งไรก็ตามความเขม้ขน้ของ
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มวลเซลลจ์ะมีความเขม้ขน้คงท่ีตลอดระยะเวลาของการหมกั  โดยท่ีความเขม้ขน้สูงสุดของมวลเซลลท่ี์วดัไดจ้ากการ
หมกัจะมีค่าเท่ากบั 3.00 กรัมต่อลิตร  

      เม่ือเปรียบประสิทธิภาพในการผลิตเอทานอลจากการหมกัแบบก่ึงกะทั้ง 3 วิธี พบว่าการเติมน ้ าตาลรีดิว์
ท่ีมีความเขม้ขน้เท่ากบั 300 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 1 ลิตร จ านวน 2 คร้ังจะผลิตเอทานอลไดสู้งกว่าวิธีอ่ืน ๆ ดงันั้นการ
เติมน ้ าตาลรีดิวท่ี์มีความเขม้ขน้เท่ากบั 300 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 1 ลิตร จ านวน 2 คร้ัง จึงเป็นวิธีท่ีเหมาะสมท่ีสุด
ส าหรับใชใ้นการหมกัเพื่อผลิตเอทานอล 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภำพที่ 29  เปรียบเทียบการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลแบบก่ึงกะ โดยวธีิการเติมน ้าตาลรีดิวซ์เขม้ขน้เท่ากบั  
               300 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 1 ลิตร จ านวน 2 คร้ัง  



79 
 

บทที ่5 
วจิำรณ์ผลกำรทดลอง 

 
 

5.1  กำรศึกษำเปรียบเทียบแบคทีเรีย Z. mobilis  
       5.1.1 กำรศึกษำกำรเจริญเติบโตของแบคทเีรีย Z. mobilis โดยใช้อำหำรเลีย้งเช้ือสูตร yeast extract-peptone 
glucose 

จากการทดลองเพื่อศึกษาการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย Z. mobilis จ านวน 2 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ แบคทีเรีย 
Z. mobilis TISTR 548 และ Z. mobilis TISTR 1042 ในอาหารเล้ียงเช้ือสูตร yeast extract-peptone glucose พบวา่
แบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุสามารถท่ีจะเจริญเติบโตไดดี้และใกลเ้คียงกนั เม่ือเปรียบเทียบค่าอตัราการ
เจริญเติบโตจ าเพาะ พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 1042 จะมีค่า (0.32 ต่อชัว่โมง) สูงกวา่แบคทีเรีย Z. mobilis 
TISTR 548 (0.31 ต่อชัว่โมง) เพียงเลก็นอ้ย ซ่ึงมีค่าไม่แตกต่างกนัมาก  แต่เน่ืองจากอตัราการเจริญเติบโตมีผลต่อ
อตัราการผลิตเอทานอลท่ีเกิดข้ึนควบคู่กนักบักระบวนการสร้างพลงังานของแบคทีเรีย (Doran, 1998) ดงันั้น
แบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุจึงมีความสามารถท่ีจะผลิตเอทานอลไดใ้กลเ้คียงกนั อยา่งไรกต็ามแบคทีเรีย 
Z. mobilis สายพนัธ์ุท่ีแตกต่างกนัจะมีความสามารถในการผลิตเอทานอลและการเจริญเติบโตไดแ้ตกต่างกนั 
(Skotnicki et al., 1981) ถึงแมว้า่จะเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือแบบเดียวกนั นอกจากแหล่งคาร์บอนและพลงังาน
ท่ีเป็นน ้าตาลกลูโคส แบคทีเรีย Z. mobilis ยงัสามารถท่ีจะใชน้ ้ าตาลจากแหล่งอ่ืนไดอี้ก 2 ชนิดคือ ฟรุคโตส และ
ซูโครส (Buchanan et al., 1974) แต่การใชน้ ้ าตาลซูโครสจะท าให้เกิดสารลีแวนข้ึนได ้ ซ่ึงจะมีผลต่อการ
เจริญเติบโตและลดประสิทธิภาพของแบคทีเรียในการผลิตเอทานอลได้ (Swings, De Ley, 1977) ส าหรับน ้าตาลฟ
รุคโตส พบวา่จะมีการน าเขา้เซลลข์องแบคทีเรีย Z. mobilis ไดช้า้กวา่น ้าตาลกลูโคส (Di Marco et al., 1985) 
ดงันั้นจึงท าใหน้ ้าตาลกลโูคสเป็นแหล่งคาร์บอนและพลงังานท่ีส าคญัของแบคทีเรีย Z. mobilis นอกจากน้ียงัพบวา่
แบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุจะเจริญเติบโตไดดี้ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมทั้ง yeast extract และ peptone ซ่ึง
สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Swings, De Ley (1977) ท่ีไดร้ายงานวา่แบคทีเรีย Z. mobilis จะเจริญเติบโตไดดี้ใน
อาหารเล้ียงเช้ือสูตรอุดมท่ีประกอบดว้ยน ้าตาลกลูโคส yeast extract และ peptone แต่จะเจริญเติบโตไดดี้กวา่เม่ือ
เพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมเฉพาะ yeast extract นอกจากน้ี Tanaka et al. (1999) ไดร้ายงานวา่การเพาะเล้ียง
แบคทีเรีย Z. mobilis ในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรสังเคราะห์ท่ีเติมเฉพาะกรดอะมิโนบางชนิด หรือ NH4Cl พบวา่อตัรา
การเจริญเติบโตและผลไดข้องมวลเซลลข์องแบคทีเรียจะมีค่าต ่ากวา่เม่ือเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรเดิมท่ีเติม
เฉพาะ yeast extract ประมาณร้อยละ 50 ของน ้าแหง้ของมวลเซลล ์อยา่งไรกต็ามจากการทดลองไม่ไดเ้ปรียบเทียบ
ความสามารถในการเจริญไดใ้นอาหารเล้ียงเช้ือสูตรปรับต ่า ซ่ึงสามารถท่ีจะใชเ้ป็นขอ้มูลในการคดัเลือกแบคทีเรีย 
Z. mobilis ไดดี้มากข้ึน แต่เน่ืองจากอาหารเล้ียงเช้ือสูตร yeast extract-peptone glucose จดัเป็นอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมี
ความอุดมจึงมีความเหมาะสมมากท่ีสุด ส าหรับน ามาใชใ้นการศึกษาการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย Z. mobilis 
โดยท่ีการเจริญเติบโตของแบคทีเรียไม่ถูกจ ากดั นอกจากน้ี yeast extract และ peptone จดัเป็นแหล่งไนโตรเจน
และเกลือแร่ท่ีมีความอุดมสมบูรณ์มากต่อการเจริญเติบโตของจุลินทรียโ์ดยทัว่ไป (Atkinson, Mativuna, 1991) 
ส าหรับความเขม้ขน้ของน ้าตาลกลูโคสเร่ิมตน้ในสูตรอาหารเล้ียงเช้ือ yeast extract-peptone glucose (50 กรัมต่อ
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ลิตร) พบวา่ไม่ท าให้แบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุถูกยบัย ั้งเน่ืองจากความเขม้ขน้ของน ้ าตาลกลูโคส 
(substrate inhibition) รวมทั้งไม่ท าให้เซลล์ของแบคทีเรียแตกไดเ้น่ืองจากการสูญเสียน ้ าออกจากเซลล ์
(plasmolysis) (Atkinson, Mativuna, 1991) นอกจากน้ีจากการทดลอง พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุมี
การเจริญเติบโตอยา่งรวดเร็วโดยมีระยะเวลาพกัตวัสั้นมาก ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Scopes, Griffiths-
Smith (1986 อา้งถึงใน http://ces.iisc.ernet in/curscinew/july10/articles14htm.) ท่ีไดร้ายงานวา่น ้าตาลกลูโคสท่ีมี
ความเขม้ขน้สูงจะไม่ยบัย ั้งการท างานของเอนไซมใ์น Entner-Doudoroff pathway แต่จะถูกน าเขา้สู่เซลลแ์ละ
สลายเป็นเอทานอลอยา่งรวดเร็ว ซ่ึงสภาวะดงักล่าวน้ีสามารถท่ีจะท าให้แรงดนัออสโมซิสท่ีเกิดข้ึนจากน ้ าตาล
กลูโคสมีค่าลดลงอยา่งรวดเร็ว ส าหรับความเขม้ขน้ของน ้าตาลกลูโคสสูงสุดท่ีแบคทีเรีย Z. mobilis สามารถท่ีจะ
ทนได ้พบวา่มีค่ามากกวา่ร้อยละ 25 (โดยน ้าหนกัต่อปริมาตร) และแบคทีเรีย Z. mobilis บางสายพนัธ์ุอาจมีค่ามาก
ถึงร้อยละ 40 (โดยน ้าหนกัต่อปริมาตร) (Kluyver, Hoppenbrouwer 1931 อา้งถึงใน Swings, De Ley, 1977) ดงันั้น
จึงท าให้แบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุไม่ถูกยบัย ั้งการเจริญเติบโตเน่ืองมาจากความเขม้ขน้ของน ้ าตาล
กลูโคสเร่ิมตน้ดงักล่าว ส าหรับกระบวนการสร้างพลงังานท่ีเกิดข้ึนเม่ือเพาะเล้ียงแบคทีเรีย Z. mobilis ในอาหาร
เล้ียงเช้ือสูตร yeast extract-peptone glucose พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis จะใชน้ ้ าตาลกลูโคสเพียงแหล่งเดียวเพ่ือ
น าไปใชใ้นการสร้างพลงังาน รวมทั้งจะไม่พบสารมธัยนัตร์ท่ีเกิดข้ึนจากน ้าตาลกลูโคสถูกเกบ็สะสมไวใ้นรูปของ
ไกลโคเจนหรือพวกฟอสโฟรีเลสโพลิเมอร์ นอกจากน้ีพบว่าน ้ าตาลกลูโคสร้อยละ 98 จะถูกน าไปใชใ้น
กระบวนการสร้างพลงังานซ่ึงจะท าใหเ้กิดผลิตภณัฑต่์าง ๆ ข้ึนซ่ึงไดแ้ก่ เอทานอล ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ ATP 
และความร้อน และน ้ าตาลกลูโคสอีกร้อยละ 2 จะถูกน าไปใชใ้นรูปของหน่วยการสร้าง (building material) 
ส าหรับการเจริญเติบโตของเซลล์ (Swings, De Ley, 1977) อยา่งไรกต็าม Belaich, Senez (1965 อา้งถึงใน Swings, 
De Ley, 1977 ) พบวา่น ้าตาลกลูโคสร้อยละ 2 สามารถท่ีจะผลิตสารประกอบคาร์บอนไดเ้พียงร้อยละ 48 ในขณะ
ท่ีส่วนท่ีเหลือจะไดรั้บจากองคป์ระกอบของ peptone หรือ yeast extract หรือทั้ง 2 ชนิดรวมกนัในรูปของกรดอะมิ
โนและสารอินทรียต่์าง ๆ ในรูปของหน่วยการสร้าง แต่จะไม่น าองคป์ระกอบของ peptone หรือ yeast extract ไป
ใชเ้พื่อการสร้างพลงังาน อยา่งไรก็ตามในบางสภาวะอตัราการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย Z. mobilis จะไม่
สอดคลอ้งกบัอตัราการผลิตผลิตภณัฑ ์ ซ่ึงจากการศึกษาของ Belaich et al. (1972 อา้งถึงใน Swings, De Ley, 
1977) พบวา่กระบวนการสังเคราะห์สารชีวโมเลกุล (biosynthesis) และการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย Z. mobilis 
NCIB 8938 จะมีค่าลดลงเม่ือเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรสังเคราะห์และสูตรปรับต ่าท่ีมีสารแพนโททีเนตใน
ความเขม้ขน้ต ่า ๆ โดยพบวา่สารแพนโททีเนตจะเป็นส่วนประกอบของโคเอนไซมเ์อ (coenzyme A) ซ่ึงมี
ความส าคญัส าหรับกิจกรรมของเอนไซมใ์นกลุ่มทรานสเฟอเรส (transferases) หลายชนิดและมีความส าคญัอยา่ง
มากต่อกระบวนการสังเคราะห์สารชีวโมเลกุลภายในเซลลข์องแบคทีเรีย อยา่งไรกต็ามพบวา่อตัราการใชน้ ้ าตาล
กลูโคสของแบคทีเรียจะมีค่าเท่าเดิม แต่จะมีการสะสมของ ATP ภายในเซลลม์ากถึง 2 เท่า นอกจากน้ียงัพบวา่
แบคทีเรียจะไม่เจริญเติบโตเพ่ิมจ านวนเซลลแ์ต่จะใช ้ATP ท่ีผลิตข้ึนมาจ านวนมากน าไปใชใ้นการผลิตเอทานอล
หรือใชใ้นกิจกรรมอยา่งอ่ืนท่ีไม่ใช่การเพ่ิมจ านวนเซลล ์ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Park, Baratti (1993) ท่ีได้
รายงานวา่เกลือโปแตสเซียมคลอไรด ์ (KCl) ท่ีมีความเขม้ขน้สูง ๆ จะมีผลในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของ
แบคทีเรีย Z. mobilis แต่จะไม่มีผลในการยบัย ั้งการผลิตเอทานอล  นอกจากน้ียงัพบวา่แบคทีเรียจะรักษาระดบั
ความเขม้ขน้ของเกลือโปแตสเซียมคลอไรดภ์ายในเซลลใ์ห้มีความเขม้ขน้ท่ีต ่ากวา่ภายนอกเซลลโ์ดยอาศยัระบบ
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แอคทีพทรานสปอร์ต (active transport system) อยา่งไรกต็ามอาหารเล้ียงเช้ือท่ีน ามาใชใ้นการศึกษาคร้ังน้ี จะมี
องคป์ระกอบของสารต่าง ๆ ท่ีมากเพียงพอต่อการเจริญเติบโตเพ่ิมจ านวนเซลลแ์ละผลิตเอทานอล โดยท่ีการ
เจริญเติบโตเพ่ิมจ านวนเซลลข์องแบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุไม่ถูกจ ากดัดว้ยสารท่ีจะน าไปใชใ้น
กระบวนการสังเคราะห์ของเซลล์ ดงันั้นเม่ือพิจารณาอตัราการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สาย
พนัธ์ุ ในอาหารเล้ียงเช้ือสูตร yeast extract-peptone glucose สามารสรุปไดว้า่แบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุ
จะมีประสิทธิภาพในการใชน้ ้ าตาลกลูโคสและองคป์ระกอบต่าง ๆ จาก yeast extract และ peptone เพื่อการ
เจริญเติบโตไดดี้เท่ากนั  
  
      5.1.2 กำรศึกษำกำรหมักเพื่อผลิตเอทำนอลของแบคทีเรีย Z. mobilis ในอำหำรเลีย้งเช้ือสูตร cultivation 

medium (Siva Kesava et al., 1995) 

เม่ือใชน้ ้าตาลกลูโคสเร่ิมตน้เท่ากบั 50 กรัมต่อลิตร พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุ สามารถท่ี
จะใชน้ ้ าตาลกลูโคสไดอ้ยา่งรวดเร็วภายใน 8 ชัว่โมงแรกของการหมกัและสามารถท่ีจะผลิตเอทานอลไดสู้งสุดใน
ช่วงเวลาท่ีน ้ าตาลกลูโคสลดลง แต่ Siva Kesava et al. (1995) ไดร้ายงานวา่ระยะเวลาของการหมกัจะมีค่าเท่ากบั 
10 ชัว่โมง เม่ือพิจารณาความเขม้ขน้ของมวลเซลลข์องแบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุ พบวา่แบคทีเรีย Z. 
mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุจะมีการเจริญเติบโตอยา่งรวดเร็วภายใน 4 ชัว่โมงแรกของการหมกัโดยท่ีไม่มีระยะพกัตวั 
แต่ Siva Kesava et al. (1995) ไดร้ายงานวา่ระยะพกัตวัของแบคทีเรีย Z. mobilis MTCC 92 จะมีค่าเท่ากบั 3 
ชัว่โมงเม่ือใชน้ ้ าตาลกลูโคสเร่ิมตน้เท่ากบั 50 กรัมต่อลิตร ส าหรับความเขม้ขน้ต ่าสุดของน ้าตาลกลูโคสท่ีวดัได้
จากการหมกัโดยแบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุ พบวา่จะมีค่าประมาณ 3 กรัมต่อลิตร ซ่ึงมีค่าต ่ากวา่ท่ี Siva 
Kesava et al. (1995) ไดร้ายงานวา่มีค่าเท่ากบั 5.1 กรัมต่อลิตร ส าหรับความเขม้ขน้สูงสุดของเอทานอลท่ีวดัได้
จากการหมกัโดยแบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุ พบวา่มีค่าระหวา่ง 22.72-23.31 กรัมต่อลิตร ซ่ึงมีค่าสูงกวา่
การศึกษาของ Siva Kesava et al. (1995) ท่ีไดร้ายงานวา่มีค่าเท่ากบั 21.6 กรัมต่อลิตร ส าหรับความเขม้ขน้สูงสุด
ของมวลเซลลท่ี์วดัไดจ้ากการหมกัโดยแบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุ พบวา่มีค่าระหวา่ง 1.20-1.40 กรัมต่อ
ลิตร ซ่ึงมีค่าต ่ากวา่การศึกษาของ Siva Kesava et al. (1995) ท่ีไดร้ายงานวา่มีค่าเท่ากบั 1.90 กรัมต่อลิตร เม่ือ
เปรียบเทียบผลไดข้องมวลเซลล์ พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุจะมีผลไดข้องมวลเซลลร์ะหวา่ง 
0.025-0.029 กรัมมวลเซลลต่์อกรัมน ้าตาลกลูโคสท่ีถูกใชไ้ป ซ่ึงมีค่าต ่ากวา่การศึกษาของ Siva Kesava et al. 
(1995) ท่ีไดร้ายงานว่ามีค่าเท่ากบั 0.04 กรัมมวลเซลลต่์อกรัมน ้ าตาลกลูโคสท่ีถูกใชไ้ป อยา่งไรก็ตามเม่ือ
เปรียบเทียบผลไดข้องเอทานอล พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุจะมีค่าระหวา่ง 0.480-0.494 กรัมเอทา
นอลต่อกรัมน ้าตาลกลูโคสท่ีถูกใชไ้ป ซ่ึงมีค่าใกลเ้คียงกบัการศึกษาของ Siva Kesava et al. (1995) ท่ีไดร้ายงานวา่
มีค่าเท่ากบั 0.48 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้าตาลกลูโคสท่ีถูกใชไ้ป ส าหรับค่าอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะท่ีไดจ้าก
การหมกัโดยแบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุ พบวา่มีค่าระหวา่ง 0.47-0.52 ต่อชัว่โมง ซ่ึงสอดคลอ้งกบั
การศึกษาของ Siva Kesava et al. (1995) ท่ีไดร้ายงานวา่มีค่าเท่ากบั 0.52 ต่อชัว่โมง เม่ือพิจารณาประสิทธิภาพของ
ผลไดข้องเอทานอล พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 จะมีค่ามากกวา่ร้อยละ 96 ของน ้าตาลกลูโคสเร่ิมตน้ 
สูงกวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 1042 (ร้อยละ 94.12 ของน ้าตาลกลูโคสเร่ิมตน้) และจากการศึกษา Siva 
Kesava et al. (1995) ท่ีไดร้ายงานวา่มีค่าเท่ากบัร้อยละ 94 ของน ้าตาลกลูโคสเร่ิมตน้ ซ่ึงมีค่าใกลเ้คียงกบัแบคทีเรีย 
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Z. mobilis TISTR 1042 ดงันั้นจากการทดลองท่ีไดจ้ะใหผ้ลการทดลองสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Siva Kesava 
et al. (1995) อยา่งไรกต็ามพบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 จะมีความสามารถในการใชน้ ้ าตาลกลูโคสและ
ผลิตเอทานอลไดสู้งกวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 1042 รวมทั้งจะใหค้วามเขม้ขน้ของมวลเซลลต์  ่ากวา่ แต่
สามารถท่ีจะผลิตเอทานอลไดสู้งกวา่  

เม่ือใชน้ ้ าตาลกลูโคสเร่ิมตน้เท่ากบั 100 กรัมต่อลิตร พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุสามารถ
ท่ีจะใชน้ ้ าตาลกลูโคสไดแ้ตกต่างกนั โดยท่ีแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 จะใชร้ะยะเวลาของการหมกันาน 20 
ชัว่โมง ในขณะท่ีแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 1042 จะใชเ้วลาในการหมกันาน 16 ชัว่โมง โดยท่ีทั้ง 2 สายพนัธ์ุไม่
มีระยะพกัตวั แต่จากการศึกษาของ Siva Kesava et al. (1995) พบวา่ระยะเวลาของการหมกัน ้าตาลกลูโคสเขม้ขน้ 
100 กรัมต่อลิตร โดยแบคทีเรีย Z. mobilis MTCC 92 จะมีค่าเท่ากบั 25 ชัว่โมง และมีระยะเวลาพกัตวันานมากถึง 
9 ชัว่โมง เม่ือพิจารณาความเขม้ขน้ของน ้าตาลกลูโคสท่ีเหลือจากการหมกั พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สาย
พนัธ์ุจะมีค่าในช่วงระหวา่ง 3.25-3.87 กรัมต่อลิตร ซ่ึงมีค่าต ่ากวา่ท่ี Siva Kesava et al. (1995) ท่ีไดร้ายงานวา่มีค่า
เท่ากบั 6.5 กรัมต่อลิตร เม่ือพิจารณาความเขม้ขน้ของมวลเซลล์ พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุจะมีค่า
ระหวา่ง 2.14-2.73 กรัมต่อลิตร และมีผลไดข้องมวลเซลลป์ระมาณ 0.020 กรัมมวลเซลลต่์อกรัมน ้าตาลกลูโคสท่ี
ถูกใชไ้ป ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Siva Kesava et al. (1995) ท่ีไดร้ายงานวา่ความเขม้ขน้ของมวลเซลลมี์ค่า
เท่ากบั 2.2 กรัมต่อลิตร และผลไดข้องมวลเซลลป์ระมาณ 0.02 กรัมมวลเซลลต่์อกรัมน ้าตาลกลูโคสท่ีถูกใชไ้ป 

เม่ือพิจารณาค่าอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะของแบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุ พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis 
TISTR 1042 จะมีค่า (0.22 ต่อชัว่โมง) สูงมากกวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 (0.14 ต่อชัว่โมง) ซ่ึงค่าอตัรา
การเจริญเติบโตจ าเพาะของแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 1042 จะมีค่าสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Siva Kesava et 
al. (1995) ท่ีไดร้ายงานวา่มีค่าเท่ากบั 0.22 ต่อชัว่โมง ส าหรับความเขม้ขน้สูงสุดของเอทานอลท่ีได้ พบว่า
แบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุจะมีค่าระหวา่ง 42.86-43.72 กรัมต่อลิตร และมีผลไดข้องเอทานอลระหวา่ง 
0.440-0.450 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้ าตาลกลูโคสท่ีถูกใชไ้ป ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Siva Kesava et al. 
(1995) ท่ีไดร้ายงานวา่มีค่าเท่ากบั 43.4 กรัมต่อลิตร แต่จะมีค่าผลไดข้องเอทานอลสูงกวา่คือ 0.46 กรัมเอทานอล
ต่อกรัมน ้ าตาลกลูโคสท่ีถูกใชไ้ป ดงันั้นจากการทดลองจะให้ผลการทดลองสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Siva 
Kesava et al. (1995) อยา่งไรกต็ามพบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 1042 จะมีความสามารถในการใชน้ ้ าตาล
กลูโคสและผลิตเอทานอลไดสู้งกวา่และเร็วกวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 รวมทั้งจะใชเ้วลาในการหมกัสั้น
กวา่คือ 16 ชัว่โมง  
 เม่ือใชน้ ้ าตาลกลูโคสเร่ิมตน้เท่ากบั 150 กรัมต่อลิตร พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุท่ีจะใช้
น ้ าตาลกลูโคสไดอ้ยา่งรวดเร็วภายใน 20 ชัว่โมงแรกของการหมกั ซ่ึงไม่สามารถวดัระยะพกัตวัไดจ้ากการทดลอง 
ในขณะท่ีการศึกษาของ Siva Kesava et al. (1995) ไดร้ายงานวา่แบคทีเรีย Z. mobilis MTCC 92 จะมีระยะพกัตวั
นาน 9 ชัว่โมง และมีระยะเวลาของการหมกัน ้าตาลกลโูคสเขม้ขน้เท่ากบั 150 กรัมต่อลิตรประมาณ 35 ชัว่โมง เม่ือ
พิจารณาความเขม้ขน้ของน ้าตาลกลโูคสท่ีเหลือจากการหมกัของแบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุ พบวา่จะมีค่า
ระหวา่ง 4.43-4.48 กรัมต่อลิตร ต ่ากวา่ท่ี Siva Kesava et al. (1995) ไดร้ายงานวา่มีค่าเท่ากบั 8.0 กรัมต่อลิตร เม่ือ
พิจารณาความเขม้ขน้ของมวลเซลล์ พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุจะมีค่าเท่ากนัคือ 3.90 กรัมต่อลิตร 
และมีผลไดข้องมวลเซลลป์ระมาณ 0.027 กรัมมวลเซลลต่์อกรัมน ้ าตาลกลูโคสท่ีถูกใชไ้ป   ซ่ึงสอดคลอ้งกบั
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การศึกษาของ Siva Kesava et al. (1995) ท่ีไดร้ายงานวา่มีค่าเท่ากบั 3.3 กรัมต่อลิตร และผลไดข้องมวลเซลล์
ประมาณ 0.02 กรัมมวลเซลลต่์อกรัมน ้าตาลกลูโคสท่ีถูกใชไ้ป เม่ือพิจารณาค่าอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะของ
แบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุ พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 1042 จะมีค่า (0.15 ต่อชัว่โมง) สูงมากกวา่
แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 (0.05 ต่อชัว่โมง) ในขณะท่ีการศึกษาของ Siva Kesava et al. (1995) ท่ีไดร้ายงาน
วา่มีค่าเท่ากบั 0.17 ต่อชัว่โมง ซ่ึงสอดคลอ้งกบัแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 1042 ท่ีมีค่าเท่ากบั 0.15 ต่อชัว่โมง 
ส าหรับความเขม้ขน้สูงสุดของเอทานอล พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุจะมีค่าระหวา่ง 72.56-72.85 
กรัมต่อลิตร และมีผลไดข้องเอทานอลระหวา่ง 0.499-0.501 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้าตาลกลูโคสท่ีถูกใชไ้ป ซ่ึง
สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Siva Kesava et al. (1995) ท่ีไดร้ายงานวา่มีค่าเท่ากบั 70.4 กรัมต่อลิตร และมีผลได้
ของเอทานอลเท่ากบั 0.50 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้ าตาลกลูโคสท่ีถูกใชไ้ป ดงันั้นจากการทดลองจะให้ผลการ
ทดลองสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Siva Kesava et al. (1995) อยา่งไรกต็ามพบวา่ระยะเวลาของการหมกัของ
แบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุมีค่าสั้นกวา่ (20 ชัว่โมง) ท่ี Siva Kesava et al. (1995) ท่ีไดร้ายงานวา่มี
ค่าประมาณ 35 ชัว่โมง เม่ือพิจารณาการเตรียมกลา้เช้ือของแบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุ พบวา่จะใชร้ะยะ
บ่มเพาะเช้ือนาน 24 ชัว่โมงและใชน้ ้ าตาลกลูโคสส าหรับการเตรียมกลา้เช้ือเท่ากบั 50 กรัมต่อลิตร ในขณะท่ี Siva 
Kesava et al. (1995) ไดร้ายงานวา่การเตรียมกลา้เช้ือของแบคทีเรีย Z. mobilis MTCC 92 จะใชเ้วลาบ่มเพาะเช้ือ
ประมาณ 20 ชัว่โมง และใชน้ ้ าตาลกลูโคสเท่ากบั 40 กรัมต่อลิตร ซ่ึงความเขม้ขน้ของน ้าตาลกลูโคสท่ีใชแ้ละ
ระยะเวลาของการบ่มเพาะเช้ือจะมีผลต่อการเจริญเติบโตและจ านวนเซลลข์องแบคทีเรีย Z. mobilis ดงันั้นจึงท าให้
จ านวนเซลลเ์ร่ิมตน้ของแบคทีเรีย Z. mobilis มีค่าแตกต่างกนั เม่ือน ากลา้เช้ือไปท าการทดลองในปริมาณเร่ิมตน้
เท่ากนัคือร้อยละ 15 (โดยปริมาตร) จึงท าใหล้กัษณะของการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย Z. mobilis แตกต่างกนั ซ่ึง
จากการทดลอง พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุจะมีการเจริญเติบโตอยา่งรวดเร็วจนไม่สามารถวดัระยะ
พกัตวัไดจ้ากการทดลอง ซ่ึงแตกต่างจากการศึกษาของ Siva Kesava et al. (1995) ท่ีไดร้ายงานวา่แบคทีเรีย Z. 
mobilis MTCC 92 จะมีระยะพกัตวัประมาณ 9 ชัว่โมง และระยะเวลาของการหมกันาน 35 ชัว่โมง เพื่อเป็นการลด
จ านวนเซลลข์องแบคทีเรีย Z. mobilis เร่ิมตน้เพ่ือใชส้ าหรับการศึกษารูปแบบของการเจริญเติบโต (growth curve) 
สามารถท่ีจะท าไดโ้ดยการลดระยะเวลาของการเตรียมกลา้เช้ือให้สั้นลงในช่วงระยะเวลาท่ีเหมาะสมหรือเจือจาง
ให้มีจ านวนเซลลท่ี์เหมาะสม อยา่งไรก็ตาม Skotnicki et al. (1981) ไดร้ายงานวา่อตัราการเจริญเติบโตของ
แบคทีเรีย Z. mobilis จะแปรผนัไปตามสายพนัธ์ุและสภาพแวดลอ้มของการเพาะเล้ียง นอกจากน้ี Schoberth et al. 
(1996) ไดร้ายงานวา่เม่ือแบคทีเรีย Z. mobilis มีการเจริญเติบโตอยา่งรวดเร็ว จะท าใหก้ารผลิตเอทานอลเกิดข้ึนได้
อยา่งรวดเร็วเช่นเดียวกนั ดงันั้นจากการทดลองจึงไม่สามารถท่ีจะวดัระยะพกัตวัของแบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 
สายพนัธ์ุได ้รวมทั้งแบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุยงัมีความสามารถท่ีจะใชน้ ้ าตาลกลูโคสไดม้ากกวา่ร้อยละ 
98 ของน ้าตาลกลูโคสเร่ิมตน้ อยา่งไรกต็ามจากค่าพารามิเตอร์จลนพลศาสตร์ท่ีไดจ้ากการทดลอง พบวา่แบคทีเรีย 
Z. mobilis TISTR 548 จะมีความสามารถในการใชน้ ้ าตาลกลูโคสและการผลิตเอทานอลไดสู้งกวา่แบคทีเรีย Z. 
mobilis TISTR 1042   
 เม่ือใชน้ ้ าตาลกลูโคสเร่ิมต้นเท่ากบั 200 กรัมต่อลิตร พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุสามารถ
ท่ีจะใชน้ ้ าตาลกลูโคสไดช้า้กวา่เม่ือเปรียบเทียบกบัการใชน้ ้ าตาลกลูโคสเร่ิมตน้ในช่วงระหวา่ง 50 –150 กรัมต่อ
ลิตร ซ่ึงจากการทดลอง พบวา่ระยะเวลาท่ีใชใ้นหมกัของแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 และแบคทีเรีย Z. 
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mobilis TISTR 1042 จะมีค่าเท่ากบั 36 และ 44 ชัว่โมงตามล าดบั และมีระยะพกัตวันานเท่ากนัคือ 8 ชัว่โมง 
ในขณะท่ี Siva Kesava et al. (1995) ไดร้ายงานวา่แบคทีเรีย Z. mobilis MTCC 92 จะมีระยะเวลาของการหมกั
น ้าตาลกลูโคสเขม้ขน้ 200 กรัมต่อลิตร ประมาณ 45 ชัว่โมง และมีระยะพกัตวันาน 25 ชัว่โมง นอกจากน้ียงัพบวา่
การหมกัของแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 จะมีน ้ าตาลกลูโคสเหลืออยูค่่อนขา้งสูง (21.12 กรัมต่อลิตร) 
ในขณะท่ีแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 1042 จะมีน ้าตาลกลโูคสเหลืออยู ่10.40 กรัมต่อลิตร ในขณะท่ี Siva Kesava 
et al. (1995) ไดร้ายงานวา่จะมีน ้าตาลกลูโคสเหลือจากการหมกัประมาณ 12.5 กรัมต่อลิตร ส าหรับความเขม้ขน้
สูงสุดของมวลเซลล์ พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุจะมีค่าเท่ากนัคือ 3.10 กรัมต่อลิตร ต ่ากวา่ท่ี Siva 
Kesava et al. (1995) ไดร้ายงานวา่จะมีค่าเท่ากบั 3.8 กรัมต่อลิตร นอกจากน้ียงัพบวา่ผลไดข้องมวลเซลลข์อง
แบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุจะมีค่าระหวา่ง 0.016-0.017 กรัมมวลเซลลต่์อกรัมน ้าตาลกลูโคสท่ีถูกใชไ้ป 
ซ่ึงต ่ากวา่ท่ี Siva Kesava et al. (1995) ไดร้ายงานวา่มีค่าเท่ากบั 0.02 กรัมมวลเซลลต่์อกรัมน ้าตาลกลูโคสท่ีถูกใช้
ไปเพียงเลก็นอ้ย เม่ือพิจารณาค่าอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะของแบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุ พบวา่จะมี
ค่าระหวา่ง 0.09-0.13 ต่อชัว่โมง สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Siva Kesava et al. (1995) ไดร้ายงานวา่มีค่าเท่ากบั 
0.13 ต่อชัว่โมง ส าหรับความเขม้ขน้สูงสุดของเอทานอล พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุสามารถท่ีจะ
ผลิตเอทานอลไดสู้งมากกวา่ 90 กรัมต่อลิตร ซ่ึงสูงมากกวา่ท่ี Siva Kesava et al. (1995) ไดร้ายงานวา่จะมีค่า
เท่ากบั 72.4 กรัมต่อลิตร อยา่งไรกต็ามเม่ือเปรียบเทียบผลไดข้องเอทานอลของแบคทีเรีย Z. mobilis ทั้ง 2 สาย
พนัธ์ุ พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 จะมีค่า (0.508 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้าตาลกลูโคสท่ีถูกใชไ้ป) สูง
กวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 1042 (0.477 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้าตาลกลูโคสท่ีถูกใชไ้ป) ในขณะท่ี Siva 
Kesava et al. (1995) ไดร้ายงานวา่จะมีค่าเท่ากบั 0.36 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้าตาลกลูโคสท่ีถูกใชไ้ป ซ่ึงมีค่าต ่า
กวา่ค่าท่ีไดจ้ากการทดลอง อยา่งไรกต็ามนงนุช ชวพนัธ์ุ (2529) ไดร้ายงานวา่แบคทีเรีย Z. mobilis CM 141 
(ปัจจุบนัคือแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548) สามารถท่ีจะผลิตเอทานอลไดเ้ท่ากบั 91.60 กรัมต่อลิตร จากการ
หมกัน ้าตาลกลูโคสท่ีมีความเขม้ขน้เท่ากบั 200 กรัมต่อลิตร ท่ีอุณหภูมิ 20o ซ โดยใชร้ะยะเวลาของการหมกันาน 
174 ชัว่โมง ดงันั้นจึงมีความเป็นไปไดท่ี้แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 จะมีประสิทธิภาพในการใชน้ ้ าตาล
กลูโคสและผลิตเอทานอลไดเ้ท่ากบัค่าท่ีไดจ้ากการทดลอง นอกจากน้ีนงนุช ชวพนัธ์ุ (2529) ไดร้ายงานวา่การลด
ระยะเวลาของการหมกัสามารถท่ีจะท าไดโ้ดยการเพ่ิมอุณหภูมิใหมี้ค่าสูงมากกวา่ 20o ซ เพ่ือใหเ้กิดการผลิตเอทา
นอลไดม้ากข้ึน ซ่ึง Ohta et al. (1981) พบวา่อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอทานอลของแบคทีเรีย Z. mobilis 
subsp. mobilis คือ 30o ซ ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการทดลองท่ีใชอุ้ณหภมิูของการหมกัเท่ากบั 30o ซ รวมทั้งประสิทธิภาพ
ในการผลิตเอทานอลยงัข้ึนอยูก่บัสายพนัธ์ุของแบคทีเรียและสภาวะแวดลอ้มของการเพาะเล้ียง (Skotnicki et al., 
1981) ซ่ึงมีสภาวะท่ีแตกต่างกนั ดงันั้นจากค่าพารามิเตอร์จลนพลศาสตร์ท่ีไดจ้ากการทดลองของแบคทีเรีย Z. 
mobilis ทั้ง 2 สายพนัธ์ุ พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 จะมีความสามารถในการใชส้ับสเตรทและผลิตเอ
ทานอลไดสู้งกวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 1042 
                    เม่ือพิจารณาความเขม้ขน้ของน ้าตาลกลูโคสท่ีใชใ้นการทดลองคร้ังน้ี พบวา่การเจริญเติบโตและการ
ผลิตเอทานอลของแบคทีเรียจะไม่ถูกยบัย ั้งเม่ือใชค้วามเขม้ขน้ของน ้าตาลกลูโคสเร่ิมตน้ท่ีมีค่ามากถึง 200 กรัมต่อ
ลิตร อยา่งไรก็ตามพบวา่ระยะเวลาท่ีใชใ้นการหมกัจะมีค่ามากข้ึน (36-44 ชัว่โมง) ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นวา่เม่ือความ
เขม้ขน้ของน ้าตาลกลโูคสเร่ิมตน้ท่ีใชมี้ค่ามากข้ึนจะท าใหร้ะยะเวลาของการหมกันานมากข้ึนเช่นกนั    
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5.2 กำรศึกษำสภำวะที่เหมำะสมส ำหรับใช้ในกำรหมักเพื่อผลิตเอทำนอลจำกน ้ำเช่ือมที่ได้จำกกำร

ย่อยกำกมันส ำปะหลงัในอำหำรเลีย้งเช้ือสูตรอุดม ดัดแปลงสูตรจำกวิธีของ Siva Kesava et al. 
(1995) ในระดับขวดเขย่ำ ขนำด 500 มิลลลิติร 
      5.2.1 กำรศึกษำค่ำควำมเป็นกรด-ด่ำง (pH) เร่ิมต้นที่เหมำะสมที่มีน ำ้ตำลรีดิวซ์เร่ิมต้นเท่ำกบั 50 100 และ 150 
กรัมต่อลติร และทีอ่ตัรำกำรเขย่ำ 0 100 และ 200 รอบต่อนำท ี
 เน่ืองจากแบคทีเรีย Z. mobilis จดัอยูใ่นกลุ่ม Gram-negative facultative anaerobic rods ซ่ึงมี
ความสามารถในการเคล่ือนท่ีไดโ้ดยอาศยัแฟลกเจลลาท่ีขั้วเซลลท่ี์มีอยูป่ระมาณ 1-4 อนั (Buchanan et al., 1974; 
Swing, De Ley, 1977) จากคุณลกัษณะดงักล่าวน้ีจึงท าใหส้ามารถสังเกตการเปล่ียนแปลงการเจริญเติบโตของ
แบคทีเรียไดจ้ากความขุ่นของมวลเซลลท่ี์เกิดข้ึน ซ่ึงจะมีลกัษณะเป็นกลุ่มกอ้นเลก็ ๆ (floc) ในระยะท่ีมีอาหารอุดม
สมบูรณ์ แต่ในสภาวะท่ีอาหารถูกใชห้มดไปหรือส้ินสุดการหมกัจะพบวา่แบคทีเรียมีการจบักลุ่มกนัเป็นกอ้นท่ี
ใหญ่มากข้ึน และจะตกตะกอนลงสู่กน้ขวดทดลอง (Barker, Hillier, 1911 อา้งถึงใน Swing, De Ley, 1977) 
ส าหรับการเจริญเติบโตในสภาวะไร้ออกซิเจนอยา่งแทจ้ริง พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis สามารถท่ีจะเปล่ียนน ้าตาล
กลูโคสเป็นเอทานอลไดใ้นช่วงระหวา่ง 1.5-1.9 โมลของเอทานอลต่อ 1โมลของน ้ าตาลกลูโคส (Kluyver, 
Hoppenbrouwers, 1931 อา้งถึงใน Swing, De Ley, 1977) ดงันั้นจึงท าใหแ้บคทีเรีย Z. mobilis ไดรั้บความสนใจ
เป็นอยา่งมากส าหรับน ามาใชเ้ป็นจุลินทรียใ์นการผลิตเอทานอล  
 ส าหรับงานวิจยัน้ีมีวตัถุประสงคเ์พ่ือศึกษาการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอลจากน ้ าเช่ือมท่ีไดจ้ากการยอ่ยกาก
มนัส าปะหลงัโดยแบคทีเรีย Z. mobilis ในระดบัขวดเขยา่ ขนาด 500 มิลลิลิตร และถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ แบบถงั
กวน ขนาด 5 ลิตร โดยจะเนน้ถึงปัจจยัภายนอกท่ีมีผลต่อการหมกัและการผลิตเอทานอล ส าหรับการศึกษาใน
ระดบัขวดเขยา่ ขนาด 500 มิลลิลิตร จะศึกษาเก่ียวกบัสูตรของอาหารเล้ียงเช้ือ ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้ 
ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลรีดิวซ์ และอตัราการเขยา่ ในขณะท่ีระดบัขยายขนาดในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบถงักวน 
ขนาด 5 ลิตร จะประกอบดว้ยรูปแบบการหมกั 2 แบบคือการหมกัแบบกะ และการหมกัแบบก่ึงกะ โดยท่ีการหมกั
แบบกะ จะเนน้ถึงสูตรของอาหารเล้ียงเช้ือ ความเร็วรอบของใบกวน ปริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้ และการหมกัใน
สภาวะควบคุมค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) คงท่ี ส าหรับการหมกัแบบก่ึงกะ จะเนน้ถึงรูปแบบของการเติมน ้าตาล
รีดิวซ์ในระหวา่งท่ีมีการหมกัเพ่ือให้สามารถทราบถึงสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีเกิดข้ึนทั้งหมด ท่ีจะน าไปสู่การพฒันา
กระบวนการผลิตในระดบัอุตสาหกรรมต่อไป 

ส าหรับการศึกษาเพ่ือหาค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้ท่ีเหมาะสมในอาหารเล้ียงเช้ือสูตร อุดมท่ีมี
น ้ าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 50 กรัมต่อลิตร พบวา่การเพ่ิมอตัราการเขยา่ตั้งแต่ระดบั 0 รอบต่อนาที จนกระทัง่ถึง 
200 รอบต่อนาที ไม่ท าให้ประสิทธิภาพของการเปล่ียนน ้ าตาลรีดิวซ์มีความแตกต่างกนัอยา่งชดัเจน ส าหรับท่ี
อตัราการเขยา่เท่ากบั 0 รอบต่อนาที พบวา่ประสิทธิภาพของการเปล่ียนน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 
เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 (ร้อยละ 92.72 ของน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้) จะท าใหไ้ดเ้อทานอลสูงท่ีสุดคือ 21.90 กรัมต่อลิตร 
หรือคิดเป็นผลไดข้องเอทานอลเท่ากบั 0.472 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป ในขณะท่ีค่าความเป็น
กรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้อ่ืน ๆ จะมีค่าระหวา่ง 20.13-20.98 กรัมต่อลิตร และมีประสิทธิภาพของการเปล่ียนน ้าตาล
รีดิวซ์ในช่วงระหวา่งร้อยละ 93-94 ของน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ เม่ือเพ่ิมอตัราการเขยา่เป็น 100 รอบต่อนาที พบวา่ท่ี
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ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 จะมีประสิทธิภาพของการเปล่ียนน ้าตาลรีดิวซ์ต ่ากวา่ (ร้อยละ 80.90 
ของน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้) ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้อ่ืน ๆ ซ่ึงมีค่าระหวา่งร้อยละ 88-90 ของน ้าตาล
รีดิวซ์เร่ิมตน้ อยา่งไรกต็ามพบวา่ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 จะใหผ้ลไดข้องเอทานอลสูงท่ีสุด
คือ 0.505 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป  ซ่ึงสูงมากกวา่ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้อ่ืน ๆ 
ท่ีมีค่าระหวา่ง 0.407-0.468 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป ในขณะท่ีการใชอ้ตัราการเขยา่เท่ากบั 
200 รอบต่อนาที พบวา่ทุกค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้จะมีประสิทธิภาพของการเปล่ียนน ้าตาลรีดิวซ์มีค่า
ใกลเ้คียงกบัท่ีอตัราการเขยา่เท่ากบั 0 รอบต่อนาที แต่ความเขม้ขน้สูงสุดของเอทานอลท่ีได ้พบวา่ท่ีค่าความเป็น
กรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 จะมีค่าสูงท่ีสุดคือ 20.89 กรัมต่อลิตร หรือคิดเป็นผลไดข้องเอทานอลเท่ากบั 
0.450 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป ดงันั้นท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 จึงมี
ความเหมาะสมท่ีสุดส าหรับการหมกัและผลิตเอทานอลของแบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 ซ่ึงสอดคลอ้งกบั 
Swings, De Ley (1977) ท่ีไดร้ายงานวา่ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้ท่ีมีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของ
แบคทีเรีย Z. mobilis จะมีค่าในช่วงระหวา่ง 5-7 เม่ือเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือสูตร standard medium แต่นงนุช 
ชวพนัธ์ุ (2529) ไดร้ายงานวา่ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้ท่ีเหมาะสมส าหรับใชใ้นการหมกัเพ่ือผลิตเอทา
นอลโดยแบคทีเรีย Z. mobilis CM 141 คือ 7.0 และท่ีอุณหภูมิ 20o ซ อยา่งไรกต็ามสภาวะของการเพาะเล้ียงในการ
ทดลองจะมีอุณหภูมิท่ีสูงกวา่คือ 30o ซ ซ่ึงส่งผลต่อปฏิกิริยาต่าง ๆ ภายในเซลลข์องแบคทีเรียใหเ้กิดข้ึนไดดี้กวา่
และเร็วกวา่การใชอุ้ณหภูมิต ่า ๆ (ไพบูลย ์ ด่านวิรุทยั, 2520) นอกจากน้ี Swings, De Ley (1977) ไดร้ายงานวา่
แบคทีเรีย Z. mobilis สามารถท่ีจะทนต่อกรดไดสู้ง (pH 3.4-4.0) ซ่ึงจากการทดลอง พบวา่การใชค้่าความเป็นกรด-
ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 ไม่มีผลกระทบต่อการเจริญเติบโตและการผลิตเอทานอลของแบคทีเรีย ส าหรับค่า
ความเป็นกรด-ด่าง (pH) ท่ีใชใ้นการทดลองจะแปรผนัตามความเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของแบคทีเรียแต่ละ
สายพนัธ์ุหรือเพื่อวตัถุประสงคใ์นการทดลองท่ีมีความแตกต่างกนั ซ่ึงจากรายงานการศึกษาเก่ียวกบัการหมกัโดย
ใชแ้บคทีเรีย Z. mobilis จะมีการใชค้่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ในช่วงท่ีค่อนขา้งกวา้งระหวา่ง 4.9-6.5 (Siva 
Kesava etal., 1995; Carto et al., 1995; Sreekumar et al., 1999; Tanaka et al., 1999; Beckers et al., 2000; 
Krishnan et al., 2000; Amutha, Gunasekaran, 2001; Beckers et al., 2001) ซ่ึงจะแปรผนัตามคุณลกัษณะของสาย
พนัธ์ุของแบคทีเรียและสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการเพาะเล้ียง 

เม่ือเพ่ิมความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์เท่ากบั 100 กรัมต่อลิตร พบวา่ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้ท่ี
เหมาะสมส าหรับใชใ้นการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอลยงัคงมีค่าเท่ากบั 5.5 ทั้งน้ีเพราะผลไดข้องเอทานอลท่ีไดท่ี้ค่า
ความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้ดงักล่าวน้ีท่ีค่าอตัราการเขยา่ 0 100 และ 200 รอบต่อนาที มีค่าเท่ากบั 0.440 0.437 
และ 0.405 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ปตามล าดบั โดยมีประสิทธิภาพของการเปล่ียนน ้าตาล
รีดิวซ์ระหวา่งร้อยละ 94-96 ของน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ ถึงแมว้า่ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้อ่ืน ๆ จะมี
ประสิทธิภาพของการเปล่ียนน ้าตาลรีดิวซ์ไดใ้กลเ้คียงกบัท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 กต็ามแต่
จะใหผ้ลไดข้องเอทานอลท่ีต ่ากวา่  

นอกจากน้ีท่ีระดบัความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์เท่ากบั 150 กรัมต่อลิตร แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 
548 ยงัสามารถท่ีจะใหผ้ลไดข้องเอทานอลไดใ้กลเ้คียงกบัการใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 50 และ 100 กรัมต่อ
ลิตร ซ่ึงจากการทดลอง พบวา่ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 จะใหป้ระสิทธิภาพในการผลิตเอทา
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นอล สูงกวา่ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้อ่ืน ๆ ทั้งน้ีเพราะผลไดข้องเอทานอลท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง 
(pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 ท่ีค่าอตัราการเขยา่เท่ากบั 0 100 และ 200 ซ่ึงมีค่าเท่ากบั 0.506 0.380 และ 0.362 กรัมเอทา
นอลต่อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถกูใชไ้ปตามล าดบั โดยมีประสิทธิภาพของการเปล่ียนน ้าตาลรีดิวซ์ในช่วงระหวา่งร้อย
ละ 85-96 ของน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ ในขณะท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้อ่ืน ๆ จะมีประสิทธิภาพของการ
เปล่ียนน ้าตาลรีดิวซ์ไดใ้กลเ้คียงกบัท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 แต่จะใหผ้ลไดข้องเอทานอลต ่า
กวา่ อยา่งไรกต็ามพบวา่เม่ือเพ่ิมอตัราการเขยา่มากข้ึนจะท าใหผ้ลไดข้องเอทานอลมีค่าลดลง ซ่ึงแสดงวา่การเขยา่มี
แนวโนม้ท่ีจะท าให้การเจริญเติบโตและการผลิตเอทานอลของแบคทีเรียมีค่าลดลง ซ่ึงการเขยา่จะมีผลท าใหเ้กิด
การเติมอากาศข้ึนไดใ้นระหวา่งท่ีมีการหมกั (Atkinson, Mativuna, 1991) แต่เน่ืองจากปริมาตรของอาหารเล้ียงเช้ือ
ท่ีใชใ้นการทดลองมีค่าค่อนขา้งสูง (300 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูช่นิดพิเศษ ขนาด 500 มิลลิลิตร) จึงท าใหก้าร
เติมอากาศท่ีเกิดข้ึนเน่ืองจากการเขยา่มีประสิทธิภาพค่อนขา้งต ่า รวมทั้งมีขอ้จ ากดัในเร่ืองพ้ืนท่ีผิวสัมผสัของ
อาหารเล้ียงเช้ือกบัอากาศ นอกจากน้ียงัพบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 มีความสามารถในการเจริญเติบโต
ไดใ้นสภาวะท่ีมีอากาศเพียงเล็กนอ้ย จึงท าให้แบคทีเรียไม่ถูกยบัย ั้งจากอากาศท่ีมีอยูท่ ั้งในอาหารเล้ียงเช้ือและ
ช่องวา่งในขวดหมกัในระหวา่งท่ีมีการเขยา่ ซ่ึงสามารถพิจารณาไดจ้ากประสิทธิภาพของการเปล่ียนน ้าตาลรีดิวซ์
ของทุกค่าความเขม้ขน้ของน ้ าตาลรีดิวซ์ และทุกค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้ท่ีใชย้งัคงมีค่าค่อนขา้งคงท่ี 
ถึงแมว้า่จะมีการเปล่ียนแปลงอตัราการเขยา่ก็ตาม อยา่งไรก็ตามจากการทดลอง พบว่าการเพ่ิมอตัราการเขยา่
ในช่วงระหวา่ง 0-100 รอบต่อนาที จะใหผ้ลไดข้องเอทานอลสูงกวา่ท่ีอตัราการเขยา่เท่ากบั 200 รอบต่อนาที ซ่ึง 
Ishikawa et al. (1990) ไดร้ายงานวา่อตัราการเจริญเติบโตและอตัราผลผลิตของเอทานอลจะมีค่าลดลงเม่ือมีการให้
ก๊าซออกซิเจนเพ่ิมสูงมากข้ึน แต่จะใหผ้ลพลอยไดท่ี้เป็นอะเซตลัดีไฮด ์และกรดอะเซติกเพ่ิมมากข้ึน นอกจากน้ียงั
พบวา่อตัราผลผลิตของเอทานอลจะไวต่อก๊าซออกซิเจนมากกวา่อตัราการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย รวมทั้งเซลล์
ของแบคทีเรียจะมีลกัษณะท่ียาวมากกวา่ปกติ (โดยทัว่ไปแบคทีเรีย Z. mobilis จะมีความยาวในช่วงระหวา่ง 2-6 
ไมครอน) ซ่ึงในสภาวะท่ีมีก๊าซออกซิเจนน้ีจะมีผลท าให้เอนไซม ์ NADH ออกซิเดสของแบคทีเรีย Z. mobilis 
สามารถท่ีจะใช ้NADH ได ้(โดยทัว่ไปในอตัรา 2NADH ต่อ 1O2) ดว้ยเหตุน้ีจึงท าใหมี้ NADH เหลืออยูน่อ้ยมาก
จนมีปริมาณไม่เพียงพอส าหรับท่ีจะน าไปใชใ้นปฏิกิริยารีดกัชนัอะเซตลัดีไฮด์ไปเป็นเอทานอลไดโ้ดยเอนไซม์
แอลกอฮอลดี์ไฮโดรจีเนส I (alcoholdehydrogenase I) (Ishikawa, Tanaka, 1992; Kalnenieks et al., 2002)  
นอกจากน้ีการสะสมของอะเซตลัดีไฮดท่ี์มากข้ึนเร่ือย ๆ ในระหวา่งการหมกัยงัมีผลในการยบัย ั้งการเจริญเติบโต
ของแบคทีเรีย Z. mobilis เป็นอยา่งมาก (Viikari, Korhola, 1986; Wecker, Zall, 1987; Ishikawa et al.,1990 อา้งถึง
ใน Ishikawa, Tanaka, 1992) ดงันั้นการหมกัในสภาวะท่ีมีอตัราการเขยา่ต ่า ๆ หรือในสภาวะน่ิง ๆ จึงมีแนวโนม้ท่ี
ดีกวา่ รวมทั้งการใชป้ริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือสูง ๆ หรือการใหมี้พ้ืนท่ีผิวสัมผสัของอาหารเล้ียงเช้ือกบัอากาศมีนอ้ย
ท่ีสุด  

ส าหรับองคป์ระกอบท่ีเติมลงในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีใชใ้นการทดลอง ซ่ึงไดแ้ก่ yeast extract และ peptone 
ส าหรับใชเ้ป็นแหล่งของไนโตรเจนและเกลือแร่ต่าง ๆ (Siva Kesava et al., 1995) ส าหรับการเจริญเติบโตของ
แบคทีเรีย อยา่งไรกต็ามจากการทดลอง พบวา่อตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะของแบคทีเรียมีค่าค่อนขา้งคงท่ีโดยไม่
แปรผนัตามความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีเพ่ิมสูงข้ึน ทั้งน้ีเพราะวา่เม่ือใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 50 กรัมต่อ
ลิตร ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 6.0 6.5 และ 7.0 และท่ีอตัราการเขยา่เท่ากบั 0 รอบต่อนาที 
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พบวา่อตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะจะมีค่าค่อนขา้งต ่าระหวา่ง 0.18-0.29 ต่อชัว่โมง จากนั้นเม่ือเพ่ิมอตัราการเขยา่
เป็น 100 รอบต่อนาที พบวา่อตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะยงัคงมีค่าไม่เปล่ียนแปลงโดยจะมีค่าในช่วงระหวา่ง 
0.15-0.22 ต่อชัว่โมง และท่ีค่าอตัราการเขยา่เท่ากบั 200 รอบต่อนาที พบวา่จะมีค่าระหวา่ง 0.20-0.23 ต่อชัว่โมง 
ซ่ึงมีค่าค่อนขา้งคงท่ีไม่เปล่ียนแปลงตามอตัราการเขยา่ท่ีเพ่ิมสูงข้ึน นอกจากน้ียงัสอดคลอ้งกบัประสิทธิภาพของ
การเปล่ียนน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีมีค่าไม่เปล่ียนแปลงตามอตัราการเขยา่ท่ีเพ่ิมสูงข้ึน อยา่งไรกต็ามจากการศึกษาของ Siva 
Kesava et al. (1995) พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis MTCC 92 จะมีค่าอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะเท่ากบั 0.52 ต่อ
ชัว่โมง เม่ือเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือสูตร cultivation medium ท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าตาลกลูโคสเร่ิมตน้เท่ากบั 
50 กรัมต่อลิตร ท่ีอตัราการเขยา่เท่ากบั 160 รอบต่อนาที ซ่ึงมีค่าสูงกวา่อตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะท่ีไดจ้ากการ
ทดลองทุกค่าอตัราการเขยา่ประมาณ 2 เท่า แต่ประสิทธิภาพของการเปล่ียนน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีไดจ้ากการทดลองจะมี
ค่าสูงกวา่จากการศึกษาของ Siva Kesava et al. (1995) อยา่งไรกต็ามเม่ือพิจารณาองคป์ระกอบของน ้าเช่ือมท่ีใชใ้น
การทดลอง พบวา่ยงัไม่สามารถท่ีจะจ าแนกองคป์ระกอบของน ้าเช่ือมไดอ้ยา่งชดัเจน นอกจากน้ียงัมีโอกาสท่ีจะมี
สารปนเป้ือนบางอยา่งปะปนอยูใ่นน ้าเช่ือมในความเขม้ขน้ท่ีสูง ซ่ึงสารปนเป้ือนต่าง ๆ เหล่าน้ีมีโอกาสท่ีจะมีผล
ในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียได ้อยา่งไรกต็ามเม่ือพิจารณาผลไดข้องมวลเซลลจ์ากการทดลองเม่ือใช้
น ้ าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 50 กรัมต่อลิตร ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 6.0 6.5 และ 7.0 และท่ี
ค่าอตัราการเขยา่เท่ากบั 0 รอบต่อนาที พบวา่ผลไดข้องมวลเซลลจ์ะมีค่าระหวา่ง 0.05-0.06 กรัมมวลเซลลต่์อกรัม
น ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป และเม่ือเพ่ิมอตัราการเขยา่เป็น 100 รอบต่อนาที พบวา่จะมีค่าระหวา่ง 0.04-0.06 กรัมมวล
เซลลต่์อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถกูใชไ้ป และท่ีอตัราการเขยา่เท่ากบั 200 รอบต่อนาที พบวา่จะมีค่าประมาณ 0.04 กรัม
มวลเซลลต่์อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป ซ่ึงมีค่าใกลเ้คียงกบัการศึกษาของ Siva Kesava et al. (1995) ท่ีได้
รายงานวา่จะมีค่าเท่ากบั 0.04 กรัมมวลเซลลต่์อกรัมน ้าตาลกลูโคสท่ีถูกใชไ้ป อยา่งไรกต็ามเม่ืออตัราการเขยา่เพ่ิม
สูงมากข้ึนจะท าใหผ้ลไดข้องมวลเซลลมี์แนวโนม้ท่ีลดลง ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลไดข้องเอทานอลท่ีมีค่าลดลงเม่ือค่า
อตัราการเขยา่เท่ากบั 200 รอบต่อนาที อยา่งไรกต็ามถึงแมจ้ะมีอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะท่ีต ่า แต่การผลิตเอทา
นอลยงัคงมีค่าคงท่ีหรือเปล่ียนแปลงนอ้ยมากเม่ือเพ่ิมอตัราการเขยา่ ส าหรับการใชค้วามเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์
เร่ิมตน้เท่ากบั 100 กรัมต่อลิตร พบวา่อตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะของค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้แต่ละค่า 
จะมีค่าค่อนขา้งคงท่ีถึงแมจ้ะมีการเพ่ิมอตัราการเขยา่ โดยท่ีค่าอตัราการเขยา่เท่ากบั 0 รอบต่อนาที ท่ีค่าความเป็น
กรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 6.0 6.5 และ 7.0 จะมีค่าอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะระหวา่ง 0.20-0.22 ต่อ
ชัว่โมง เม่ือเพ่ิมอตัราการเขยา่เป็น 100 รอบต่อนาที พบวา่จะมีค่าระหวา่ง 0.18-0.22 ต่อชัว่โมง และท่ีอตัราการ
เขยา่เท่ากบั 200 รอบต่อนาที จะมีค่าระหวา่ง 0.35-0.38 ต่อชัว่โมง ซ่ึงมีค่าค่อนขา้งสูงกวา่ท่ีอตัราการเขยา่ 0 และ 
100 รอบต่อนาที ซ่ึงมีค่าใกลเ้คียงกบัการศึกษาของ Siva Kesava et al. (1995) ท่ีไดร้ายงานวา่อตัราการเจริญเติบโต
จ าเพาะของแบคทีเรีย Z .mobilis MTCC 92 จะมีค่าเท่ากบั 0.22 ต่อชัว่โมง เม่ือเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือสูตร 
cultivation medium ท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าตาลกลโูคสเร่ิมตน้เท่ากบั 100 กรัมต่อลิตร และผลไดข้องมวลเซลลจ์ะ
มีค่าเท่ากบั 0.02 กรัมมวลเซลลต่์อกรัมน ้ าตาลกลูโคสท่ีถูกใชไ้ป ซ่ึงมีค่าสอดคลอ้งกบัการทดลองท่ีมีค่าระหวา่ง 
0.02-0.04 กรัมมวลเซลลต่์อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป เม่ือเพาะเล้ียงแบคทีเรียท่ีค่าอตัราการเขยา่ตั้งแต่ 0 ถึง 200 
รอบต่อนาที ส าหรับความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 150 กรัมต่อลิตร พบวา่ค่าอตัราการเจริญเติบโต
จ าเพาะจะมีค่าเปล่ียนแปลงเพียงเลก็นอ้ยเม่ือเพ่ิมอตัราการเขยา่จาก 0 ถึง 200 รอบต่อนาที ของทุกค่าความเป็น
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กรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้ โดยจะมีค่าในช่วงระหวา่ง 0.10-0.30 ต่อชัว่โมง ส าหรับผลไดข้องมวลเซลล์ พบวา่จะมีค่า
แตกต่างกนันอ้ยมากคือ จะมีค่าในช่วงระหวา่ง 0.02-0.03 กรัมมวลเซลลต่์อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป ซ่ึงมีค่า
ใกลเ้คียงกบัการศึกษาของ Siva Kesava et al. (1995) ท่ีไดร้ายงานวา่อตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะของแบคทีเรีย Z 
.mobilis MTCC 92 จะมีค่าเท่ากบั 0.17 ต่อชัว่โมง เม่ือเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือสูตร cultivation medium ท่ีมี
ความเขม้ขน้ของน ้าตาลกลูโคสเร่ิมตน้เท่ากบั 150 กรัมต่อลิตร และผลไดข้องมวลเซลลจ์ะมีค่าเท่ากบั 0.02 กรัม
มวลเซลลต่์อกรัมน ้าตาลกลโูคสท่ีถกูใชไ้ป 

ดงันั้นจากผลการทดลองท่ีได ้ สามารถสรุปไดว้า่เม่ือใชค้วามเขม้ขน้ของน ้ าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้มีค่าเพ่ิม
สูงข้ึน การเพ่ิมระดบัอตัราการเขยา่ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้ต่าง ๆ (5.5-7.0) จะมีผลท าใหอ้ตัราการ
เจริญเติบโตจ าเพาะและผลไดข้องมวลเซลลมี์แนวโนม้ท่ีลดลง  ในขณะท่ีผลไดข้องเอทานอลมีแนวโนม้ท่ีเพ่ิม
สูงข้ึนโดยเฉพาะเม่ือใชอ้ตัราการเขยา่ในช่วงระหวา่ง 0-100 รอบต่อนาที แต่เม่ือเพ่ิมอตัราการเขยา่เป็น 200 รอบ
ต่อนาที พบวา่ผลไดข้องเอทานอลจะมีค่าลดลง อยา่งไรกต็ามเม่ือเปรียบเทียบสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการหมกั
และผลิตเอทานอล พบวา่การเลือกใชค้่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้ในช่วงระหวา่ง 5.5-6.5 จะผลไดข้องเอทา
นอลสูงท่ีสุด 

 
      5.2.2 กำรศึกษำควำมเข้มข้นของน ำ้ตำลรีดวิซ์เร่ิมต้นและอตัรำกำรเขย่ำทีเ่หมำะสม 
 จากการศึกษาเพ่ือหาความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์และอตัราการเขยา่ท่ีเหมาะสม โดยใชอ้าหารเล้ียงเช้ือ
สูตรอุดมท่ีระดบัความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 50 100 และ 150 กรัมต่อลิตร และท่ีอตัราการเขยา่
เท่ากบั 0 100 และ 200 รอบต่อนาที ตามล าดบั โดยใชค้่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้ของอาหารเล้ียงเช้ือ
เท่ากบั 5.5 พบวา่เม่ือใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 50 กรัมต่อลิตร ประสิทธิภาพของการเปล่ียนน ้าตาลรีดิวซ์จะมี
ค่าประมาณร้อยละ 94 ของน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ ของทุกค่าอตัราการเขยา่ ในขณะท่ีผลไดข้องเอทานอลแต่ละทุกค่า
อตัราการเขยา่จะมีค่าใกลเ้คียงกนัในช่วงระหว่าง 0.439-0.456 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป 

ส าหรับผลไดข้องมวลเซลล์ พบวา่จะมีค่าใกลเ้คียงกนัในช่วงระหวา่ง 0.039-0.044 กรัมมวลเซลลต่์อกรัมน ้าตาล
รีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป อยา่งไรกต็ามท่ีค่าอตัราการเขยา่เท่ากบั 200 รอบต่อนาที จะใหผ้ลไดข้องเอทานอลสูงท่ีสุด เม่ือ
เพ่ิมระดบัความเขม้ขน้ของน ้ าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 100 กรัมต่อลิตร พบว่าอตัราการเขย่าไม่มีผลต่อ
ประสิทธิภาพของการเปล่ียนน ้ าตาลรีดิวซ์เช่นเดียวกนักบัการใชค้วามเขม้ขน้ของน ้ าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 50 
กรัมต่อลิตร ทั้งน้ีเพราะวา่ประสิทธิภาพของการเปล่ียนน ้าตาลรีดิวซ์ของทุกค่าอตัราการเขยา่จะมีค่าประมาณร้อย
ละ 93 ของน ้ าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ และมีผลไดข้องเอทานอลในช่วงระหวา่ง 0.433-0.463 กรัมเอทานอลต่อกรัม
น ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป ส าหรับผลไดข้องมวลเซลล์ พบวา่จะมีค่าใกลเ้คียงกนัในช่วงระหวา่ง 0.025-0.036 กรัม
มวลเซลลต่์อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป ซ่ึงพบวา่จะมีค่าลดลงจากการใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 50 กรัมต่อ
ลิตร อยา่งไรกต็ามท่ีค่าอตัราการเขยา่เท่ากบั 100 รอบต่อนาที จะใหผ้ลไดข้องเอทานอลสูงท่ีสุด เม่ือเพ่ิมความ
เขม้ขน้ของน ้ าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 150 กรัมต่อลิตร พบวา่อตัราการเขยา่ไม่มีผลต่อประสิทธิภาพของการ
เปล่ียนน ้าตาลรีดิวซ์ของทุกค่าอตัราการเขยา่เช่นเดียวกนักบัการใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 50 และ 100 กรัมต่อ
ลิตร ทั้งน้ีเพราะทุกค่าอตัราการเขยา่จะมีค่าประสิทธิภาพของการเปล่ียนน ้ าตาลรีดิวซ์ประมาณร้อยละ 95 ของ
น ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ ในขณะท่ีผลไดข้องเอทานอลมีค่าลดลงในช่วงระหวา่ง 0.395-0.400 กรัมเอทานอลต่อกรัม
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น ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถกูใชไ้ปเช่นเดียวกนักบัผลไดข้องมวลเซลล ์ซ่ึงจะมีค่าค่อนขา้งต ่าในช่วงระหวา่ง 0.020-0.025 กรัม
มวลเซลลต่์อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถกูใชไ้ป ส าหรับอตัราการเขยา่ท่ีท าใหไ้ดผ้ลไดข้องเอทานอลสูงท่ีสุดคือ 200 รอบ
ต่อนาที อยา่งไรก็ตามเม่ือพิจารณาความเขม้ขน้ของน ้ าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้และอตัราการเขย่าท่ีใชใ้นการทดลอง 
พบวา่การเลือกใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 100 กรัมต่อลิตร และท่ีอตัราการเขยา่เท่ากบั 100 รอบต่อนาที จะให้
ผลไดข้องเอทานอลสูงท่ีสุดคือ 0.463  กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป นอกจากน้ีจากการทดลอง
พบวา่เม่ือความเขม้ขน้ของน ้ าตาลรีดิวซ์มีค่าเพ่ิมสูงข้ึน อตัราการเขยา่จะไม่มีผลต่อประสิทธิภาพของการเปล่ียน
น ้ าตาลรีดิวซ์ แต่จะมีผลต่อผลไดข้องมวลเซลล ์ และผลไดข้องเอทานอลท่ีมีค่าลดลงและเพ่ิมสูงข้ึนตามล าดบั 
อยา่งไรก็ตามการเขยา่ในระดบัท่ีเหมาะสม สามารถท่ีจะเพ่ิมประสิทธิภาพในการใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์และผลิตเอทา
นอลไดม้ากข้ึน ซ่ึงจากการทดลองจะใหผ้ลการทดลองสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Siva Kesava et al. (1995) ท่ีได้
รายงานวา่การเพ่ิมความเขม้ขน้ของน ้าตาลกลูโคสตั้งแต่ 50-150 กรัมต่อลิตร ในอาหารเล้ียงเช้ือสูตร cultivation 
medium ท่ีอตัราการเขยา่ 160 รอบต่อนาที จะมีผลท าใหป้ระสิทธิภาพของการเปล่ียนน ้ าตาลกลูโคสเพ่ิมสูงข้ึน
ระหว่างร้อยละ 89.9-94.7 ของน ้ าตาลกลูโคสเร่ิมตน้ ในขณะท่ีผลไดข้องเอทานอลมีแนวโนม้ท่ีเพ่ิมสูงข้ึน
เช่นเดียวกนัคือระหวา่ง 0.48-0.50 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้าตาลกลูโคสท่ีถูกใชไ้ป แต่แนวโนม้ของผลไดข้องมวล
เซลลมี์ค่าลดลงจาก 0.04 กรัมมวลเซลลต่์อกรัมน ้าตาลกลูโคสท่ีถูกใชไ้ปเป็น 0.02 กรัมมวลเซลลต่์อกรัมน ้าตาล
กลูโคสท่ีถูกใชไ้ป รวมทั้งอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะยงัมีค่าลดลงเช่นเดียวกนัจาก 0.52 ต่อชัว่โมงเป็น 0.17 ต่อ
ชัว่โมง ดงันั้นการเพ่ิมอตัราการเขยา่จะไม่มีผลกระทบต่อการใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์ของแบคทีเรียท่ีระดบัความเขม้ขน้
ต่าง ๆ แต่จะมีผลท าใหผ้ลไดข้องมวลเซลล ์ รวมทั้งอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะจะมีแนวโนม้ท่ีลดลง ในขณะท่ี
ผลไดข้องเอทานอลมีแนวโนม้ท่ีเพ่ิมข้ึน 

อย่างไรก็ตามจากการทดลอง พบว่าเม่ือความเขม้ขน้ของน ้ าตาลรีดิวซ์มีค่าเพ่ิมสูงมากข้ึน จะท าให้
ระยะเวลาท่ีใชใ้นการหมกันานมากข้ึนเช่นกนั แต่เม่ือเปรียบเทียบผลไดข้องเอทานอลและอตัราผลผลิตของเอทา
นอล พบว่าท่ีความเขม้ขน้ของน ้ าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 50 และ 100 กรัมต่อลิตร จะให้ค่าพารามิเตอร์
จลนพลศาสตร์ทั้ง 2 ค่าใกลเ้คียงกนั ในขณะท่ีการใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 150 กรัมต่อลิตรจะให้ค่าผลได้
ของเอทานอลมีค่าต ่ากวา่ แต่จะให้ค่าอตัราผลผลิตของเอทานอลสูงกวา่การใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ท่ี 50 และ 100 
กรัมต่อลิตร ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นวา่การใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 150 กรัมต่อลิตร จะมีประสิทธิภาพค่อนขา้งต ่า
ส าหรับการผลิตเอทานอล ดงันั้นการใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีมีความเขม้ขน้ต ่า ๆ จะมีประสิทธิภาพในการผลิตเอทานอล
ไดสู้งกวา่ 

เน่ืองจากน ้าเช่ือมท่ีไดจ้ากการยอ่ยกากมนัส าปะหลงัดว้ยเอนไซมแ์อลฟา-อะไมเลส และอะไมโลกลูโคซิ
เดส ท่ีใช้ในการทดลองมีน ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีเป็นน ้ าตาลกลูโคสเป็นส่วนใหญ่ จึงจัดเป็นแหล่งวตัถุดิบท่ีดีส าหรับ
น าไปใชใ้นกระบวนการผลิตผลิตภณัฑต่์าง ๆ ทางอุตสาหกรรมได ้แต่เน่ืองจากมีขจ้  ากดัในเร่ืององคป์ระกอบท่ียงั
ไม่สามารถจ าแนกไดท้ั้งในแง่ของปริมาณและคุณภาพได ้จึงท าใหก้ารผลิตผลิตภณัฑต่์าง ๆ จากน ้าเช่ือมมีขอ้จ ากดั
เพ่ิมมากข้ึนทั้งในแง่ของผลิตภณัฑ์ และกระบวนการผลิตท่ีตอ้งมีการพฒันาและปรับปรุงต่อไปเพ่ือให้สามารถ
ผลิตผลิตภณัฑไ์ดอ้ยา่งกวา้ขวางมากข้ึนนอกเหนือจากการผลิตเอทานอล 
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5.3 กำรศึกษำแหล่งไนโตรเจนทีเ่หมำะสมส ำหรับใช้ในกำรหมักเพือ่ผลติเอทำนอลในอำหำรเลีย้งเช้ือ
สูตปรับต ่ำในระดับขวดเขย่ำ ขนำด 500 มิลลลิติร 
      เพ่ือลดค่าใชจ่้ายส าหรับใชใ้นการเตรียมสูตรอาหารเล้ียงเช้ือแบบอุดม การศึกษาเพื่อหาสูตรอาหารท่ีเหมาะสม
ส าหรับใชใ้นการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลในระดบัอุตสาหกรรมจึงนิยมใชอ้าหารเล้ียงเช้ือแบบปรับต ่า ซ่ึงจากการ
ทดลองเปรียบเทียบแหล่งของไนโตรเจน 2 แหล่งซ่ึงไดแ้ก่ (NH4)2SO4 และ NH4Cl ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 1 กรัมต่อ
ลิตร พบวา่การใช ้NH4Cl แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 สามารถท่ีจะเปล่ียนน ้าตาลรีดิวซ์ไดม้ากกวา่ร้อยละ 95 
ของน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ ซ่ึงมีค่าใกลเ้คียงกบัการใช ้ (NH4)2SO4 และผลไดข้องเอทานอลท่ีได ้พบวา่การใช ้NH4Cl 
จะใหค้่าสูงกวา่ (0.419 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้าตาลรีดิวท่ีถูกใชไ้ป) การใช ้ (NH4)2SO4 (0.412 กรัมเอทานอลต่อ
กรัมน ้าตาลรีดิวท่ีถูกใชไ้ป) เพียงเลก็นอ้ย ในขณะท่ีผลไดข้องมวลเซลลจ์ากการใช้ NH4Cl จะใหค้่าสูงกวา่ (0.035 
กรัมมวลเซลลต่์อกรัมน ้ าตาลรีดิวท่ีถูกใชไ้ป) การใช ้ (NH4)2SO4(0.033 กรัมมวลเซลลต่์อกรัมน ้าตาลรีดิวท่ีถูกใช้
ไป) เช่นเดียวกนั ส าหรับอาหารเล้ียงเช้ือท่ีไม่เติมแหล่งไนโตรเจน แบคทีเรียสามารถท่ีจะผลิตเอทานอลได้
ใกลเ้คียงกบัอาหารท่ีเติมแหล่งไนโตรเจนทั้ง 2 ชนิด ซ่ึงจะมีผลไดข้องเอทานอลเท่ากบั 0.403 กรัมเอทานอลต่อ
กรัมน ้าตาลรีดิวท่ีถูกใชไ้ป แต่จะมีผลไดข้องมวลเซลลค์่อนขา้งต ่ากวา่ซ่ึงมีค่าเท่ากบั 0.024 กรัมมวลเซลลต่์อกรัม
น ้าตาลรีดิวท่ีถกูใชไ้ป อยา่งไรกต็ามจากการทดลอง พบวา่แหล่งไนโตรเจนยงัมีความส าคญัและจ าเป็นส าหรับการ
เจริญเติบโตและผลิตเอทานอลของแบคทีเรีย ทั้งน้ีเพราะผลไดข้องเอทานอลท่ีไดเ้ม่ือเติมแหล่งไนโตรเจนจะมีค่า
สูงกวา่ผลไดข้องเอทานอลท่ีไม่เติมแหล่งไนโตรเจน ส าหรับความเขม้ขน้ท่ีใชโ้ดยทัว่ไปจะมีค่าเท่ากบั 1 กรัมต่อ
ลิตร ส าหรับการพิจารณาแหล่งไนโตรเจนท่ีมีแนวโนม้ท่ีจะน าไปใชไ้ดเ้หมาะสมท่ีสุด พบวา่การเลือกใช ้ NH4Cl 
จะใหผ้ลไดข้องเอทานอลสูงกวา่การเลือกใช ้ (NH4)2SO4 แต่โดยทัว่ไปจะนิยมใช ้ (NH4)2SO4 แทน NH4Cl ทั้งน้ี
เพราะองคป์ระกอบของ NH4Cl มีผลท าใหก้ารเจริญเติบโตของแบคทีเรียลดลงซ่ึง Tanaka et al. (1999) ไดร้ายงาน
วา่อตัราการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย Z. mobilis จะมีค่าเป็นคร่ึงหน่ึงของการใช ้yeast extract แต่ Belaich, Senez 
(1965 อา้งถึงใน Swings, De Ley, 1977) พบวา่ผลไดข้องเอทานอลท่ีเกิดข้ึนจะมีค่าแตกต่างเพียงเลก็นอ้ยจาก
อาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมทั้ง yeast extract และ Peptone ดงันั้น NH4Cl สามารถท่ีจะน ามาใชเ้ป็นแหล่งไนโตรเจนได ้
นอกเหนือจากการใช ้ (NH4)2SO4 เพียงชนิดเดียวท่ีนิยมใชก้นัโดยทัว่ไป อยา่งไรกต็ามการศึกษาองคป์ระกอบของ
น ้าเช่ือมท่ีไดจ้ากการยอ่ยกากมนัส าปะหลงัใหล้ะเอียดมากข้ึน จะท าใหท้ราบถึงขอ้จ ากดัรวมทั้งการก าจดัสารท่ีไม่
ตอ้งการออกจากน ้าเช่ือมก่อนท่ีจะน ามาใชใ้นการหมกัต่อไป นอกจากน้ีสามารถท่ีจะลดตน้ทุนของการผลิตเอทา
นอลได ้โดยการไม่เติมแหล่งไนโตรเจน โดยพิจารณาจากผลไดข้องเอทานอลจากการใชอ้าหารเล้ียงเช้ือทั้ง 3 สูตร 
ซ่ึงการไม่เติมแหล่งไนโตรเจนจะมีค่าต ่ากวา่การเติมแหล่งไนโตรเจนอยูเ่พียงเลก็นอ้ย ดงันั้นแนวทางหน่ึงในการ
ลดตน้ทุนของการผลิตเอทานอลลงกคื็อ การใชอ้าหารเล้ียงเช้ือท่ีไม่เติมแหล่งไนโตรเจนมาใชใ้นการหมกัโดยตรง 
ซ่ึงเป็นวธีิการท่ีสามารถน าไปใชไ้ดอ้ยา่งต่อเน่ืองหลงัจากท่ีไดน้ ้ าเช่ือมจากการยอ่ยกากมนัส าปะหลงั นอกจากน้ียงั
พบวา่ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ของน ้าเช่ือม ซ่ึงจะมีค่าในช่วงระหวา่ง 4-5 แบคทีเรีย Z. mobilis สามารถท่ีจะ
เจริญเติบโตได ้ โดยท่ีไม่ตอ้งมีการปรับสภาพค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ก่อนท าการหมกั ซ่ึงจะลดระยะเวลาใน
การเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือได ้และท าใหก้ระบวนการผลิตเอทานอลเป็นไปอยา่งต่อเน่ืองและรวดเร็ว 
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5.4 กำรศึกษำสภำวะทีเ่หมำะสมส ำหรับใช้ในกำรหมักเพือ่ผลติเอทำนอลในอำหำรเลีย้งเช้ือสูตรปรับ
ต ่ำในถังปฏิกรณ์ชีวภำพแบบถังกวน ขนำด 5 ลติร 
      5.4.1 กำรศึกษำกำรหมักแบบกะ  
 การขยายระดบัการผลิตเอทานอลจากระดบัขวดเขยา่ 500 มิลลิลิตรในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรปรับต ่า มาเป็น
ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบถงักวน ขนาด 5 ลิตร ท าการศึกษาประสิทธิภาพของการผลิตเอทานอลโดยแปรผนั
ความเร็วรอบของใบกวน พบวา่การใชค้วามเร็วรอบของใบกวนตั้งแต่ 50-200 รอบต่อนาที จะใหป้ระสิทธิภาพ
ของการเปล่ียนน ้าตาลรีดิวซ์ใกลเ้คียงกนัระหวา่งร้อยละ 96.84-97.55 ของน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ ซ่ึงมีค่าสูงมากกวา่
ในระดบัขวดเขยา่ ขนาด 500 มิลลิลิตรท่ีมีค่าระหวา่งร้อยละ 95.40-95.67 ของน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เพียงเลก็นอ้ย 
เม่ือพิจารณาผลไดข้องเอทานอล พบวา่จะมีค่าระหวา่ง 0.419-0.444 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป 
ซ่ึงมีค่าสูงกวา่ในระดบัขวดเขยา่ ขนาด 500 มิลลิลิตรเพียงเลก็นอ้ย ท่ีมีค่าระหวา่ง 0.403-0.419 กรัมเอทานอลต่อ
กรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป อยา่งไรกต็ามจากการทดลอง พบวา่การใชอ้าหารเล้ียงเช้ือปริมาตร 4 ลิตรจะช่วยลด
พ้ืนท่ีวา่งภายในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบถงักวนไดม้ากเพียงพอ ซ่ึงช่วยลดการแพร่ของอากาศลงในอาหารเล้ียงเช้ือ
ไดใ้นระหว่างการหมกัได ้ จึงท าให้สภาวะของการหมกัมีความเหมาะสมส าหรับการเจริญเติบโตและผลิตเอทา
นอลของแบคทีเรีย นอกจากน้ีพบวา่ผลไดข้องมวลเซลลท่ี์ไดจ้ะมีค่าระหวา่ง 0.025-0.030 กรัมมวลเซลลต่์อกรัม
น ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป ซ่ึงมีค่าใกลเ้คียงกบัผลไดข้องมวลเซลลใ์นระดบัขวดเขยา่ ขนาด 500 มิลลิลิตร ท่ีมีค่า
ระหวา่ง 0.024-0.035 กรัมมวลเซลลต่์อกรัมน ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป ซ่ึงแสดงวา่การหมกัในระดบัขยายขนาดมี
ประสิทธิภาพใกลเ้คียงกบัการหมกัในระดบัขวดเขยา่ ขนาด 500 มิลลิลิตร อยา่งไรกต็ามท่ีความเร็วรอบของใบ
กวนเท่ากบั 100 รอบต่อนาที จะใหป้ระสิทธิภาพในการผลิตเอทานอลสูงท่ีสุดคือ 0.444 กรัมเอทานอลต่อกรัม
น ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป ซ่ึงมีค่าใกลเ้คียงกบัท่ี Siva Kesava et al. (1995) ท่ีไดร้ายงานวา่จะมีผลไดข้องเอทานอล
เท่ากบั 0.46 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้าตาลกลูโคสท่ีถูกใชไ้ป จากการใชน้ ้ าตาลกลูโคสเร่ิมตน้เท่ากบั 100 กรัมต่อ
ลิตร ในอาหารเล้ียงเช้ือสูตร cultivation medium ซ่ึงเป็นอาหารสูตรอุดมในระดบัขวดเขยา่ ขนาด 250 มิลลิลิตร 
ในขณะท่ี Park, Baratti (1993) ไดร้ายงานวา่ผลไดข้องเอทานอลจะมีค่าเท่ากบั 0.48 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้าตาล
กลูโคสท่ีถูกใชไ้ป จากการใชน้ ้ าตาลกลูโคสเร่ิมตน้เท่ากบั 111 กรัมต่อลิตร ในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรอุดมในถงั
ปฏิกรณ์ชีวภาพ ขนาด 2 ลิตรและจะใหผ้ลไดข้องมวลเซลล์ (0.029 กรัมมวลเซลลต่์อกรัมน ้าตาลกลูโคสท่ีถูกใช้
ไป) ใกลเ้คียงกบัผลไดข้องมวลเซลลท่ี์ไดจ้ากการทดลอง อยา่งไรก็ตามสภาวะของการหมกัมีความแตกต่างกนั
โดยเฉพาะการใชป้ริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้ ซ่ึงไดท้  าการศึกษาปริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้ส าหรับใชใ้นการหมกั 3 ระดบั
ซ่ึงไดแ้ก่ร้อยละ 10 15 และ 20 (โดยปริมาตร) ตามล าดบั จากการทดลองพบวา่การใชป้ริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้ร้อย
ละ 10 และ 15 (โดยปริมาตร)  จะมีประสิทธิภาพของการเปล่ียนน ้าตาลรีดิวซ์สูงกวา่การใชป้ริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้
ร้อยละ 20 (โดยปริมาตร) โดยท่ีการใชป้ริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้ร้อยละ 10 และ 15 (โดยปริมาตร) จะมีประสิทธิภาพ
ของการเปล่ียนน ้าตาลรีดิวซ์ในช่วงระหวา่งร้อยละ 96.25-96.97 ของน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ ในขณะท่ีการใชป้ริมาณ
กลา้เช้ือเร่ิมตน้เท่ากบัร้อยละ 20 (โดยปริมาตร) จะมีค่าเท่ากบัร้อยละ 95.12 ของน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ อยา่งไรกต็าม
ผลไดข้องเอทานอลท่ีการใชป้ริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้เท่ากบัร้อยละ 20 (โดยปริมาตร) จะมีค่าสูงท่ีสุดคือ 0.436 กรัม
เอทานอลต่อกรัมน ้ าตาลกลูโคสท่ีถูกใชไ้ป ทั้งน้ีเพราะมีปริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้ท่ีสูงกวา่จึงมีความเป็นไปไดท่ี้จะ
ผลิตเอทานอลไดสู้งกวา่ นอกจากน้ียงัพบวา่ผลไดข้องมวลเซลลย์งัมีค่าสูงกวา่ (0.028 กรัมมวลเซลลต่์อกรัม
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น ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป) กวา่การใชป้ริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้เท่ากบัร้อยละ 10 และ 15 (โดยปริมาตร) ท่ีมีค่าระหวา่ง 
0.023-0.025กรัมมวลเซลล์ต่อกรัมน ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป อย่างไรก็ตามเม่ือเปรียบเทียบผลไดข้องเอทานอล 
พบวา่การใชป้ริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้เท่ากบัร้อยละ 20 (โดยปริมาตร) จะมีค่าสูงกวา่การใชป้ริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้
เท่ากบัร้อยละ 10 และ 15 (โดยปริมาตร) อยูเ่พียงเลก็นอ้ย แต่เม่ือเปรียบเทียบอตัราผลผลิตของเอทานอล พบวา่
การใชป้ริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้เท่ากบัร้อยละ 10 (โดยปริมาตร) จะมีค่าสูงมากกวา่ (3.33 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง) การ
ใชป้ริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้เท่ากบัร้อยละ 15 และ 20 (โดยปริมาตร) ซ่ึงมีค่าระหวา่ง 2.52-2.59 กรัมต่อลิตรต่อ
ชัว่โมง ดงันั้นการใชป้ริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้เท่ากบัร้อยละ 15 และ 20 (โดยปริมาตร) จะใหป้ระสิทธิภาพในการ
ผลิตเอทานอลท่ีค่อนขา้งต ่า เม่ือเปรียบเทียบกบัการใชป้ริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้เท่ากบัร้อยละ 10 (โดยปริมาตร) ซ่ึง
เป็นการผลิตเอทานอลท่ีไม่คุม้ค่า ทั้งน้ีเพราะตอ้งสูญเสียค่าใชจ่้ายในสัดส่วนท่ีสูงกวา่ผลไดข้องเอทานอลท่ีไดเ้ม่ือ
เปรียบเทียบกบัการใชป้ริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้เท่ากบัร้อยละ 10 (โดยปริมาตร) ซ่ึงมีความเป็นไปไดม้ากกวา่การใช้
ปริมาณกลา้เช้ืออ่ืน ๆ ซ่ึงการศึกษาโดยทัว่ไปจะใชป้ริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้ระหวา่ง ร้อยละ 3-10 (โดยปริมาตร) 
(Lincoln, 1960; Meyrath, Suchaneck, 1972; Hunt, Stieber, 1986 อา้งถึงใน Stanbury et al., 1995) ดงันั้นการ
เลือกใชป้ริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้เท่ากบัร้อยละ 10 (โดยปริมาตร) จึงมีความเหมาะสมท่ีสุดท่ีจะน ามาใชใ้นการผลิต
เอทานอล  

การศึกษาประสิทธิภาพของการหมกัในสภาวะท่ีควบคุมค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ใหค้งท่ีระหวา่ง pH 
5.5 และ 6.5 โดยใชป้ริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้เท่ากบัร้อยละ 10 (โดยปริมาตร) พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 
สามารถท่ีจะเปล่ียนน ้าตาลรีดิวซ์ไดม้ากกวา่ร้อยละ 97 ของน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ของทั้ง 2 ค่าความเป็นกรด-ด่าง 
(pH) คงท่ี แต่เม่ือพิจารณาผลไดข้องเอทานอลท่ีได ้พบวา่การใชค้่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) คงท่ีเท่ากบั 5.5 จะมีค่า
สูงกวา่ (0.481 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป) ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) คงท่ีเท่ากบั 6.5 (0.445 
กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป) ส าหรับผลไดข้องมวลเซลล์ พบว่าการใชค้่าความเป็นกรด-ด่าง 
(pH) คงท่ีเท่ากบั 5.5 จะมีค่าสูงกวา่ (0.024 กรัมมวลเซลลต่์อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป) ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง 
(pH) คงท่ีเท่ากบั 6.5 (0.021 กรัมมวลเซลลต่์อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ป) อยูเ่พียงเลก็นอ้ย ส าหรับค่าอตัรา
ผลผลิตของเอทานอล พบวา่ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) คงท่ีเท่ากบั 5.5  จะมีค่าสูงกวา่ (3.89 กรัมต่อลิตรต่อ
ชัว่โมง) ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) คงท่ีเท่ากบั 6.5ซ่ึงมีค่าเท่ากบั 3.60 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ดงันั้นการเลือกใช้
ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) คงท่ีเท่ากบั 5.5 จึงมีความเหมาะสมท่ีสุด ซ่ึงใหผ้ลไดข้องเอทานอลและอตัราผลผลิต
ของเอทานอลแตกต่างอยา่งชดัเชนเม่ือเปรียบเทียบกบัท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เท่ากบั 6.5 
 
      5.4.2 กำรศึกษำกำรหมักแบบกึง่กะ  
 การศึกษาการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอลแบบก่ึงกะ โดยใชอ้าหารเล้ียงเช้ือสูตรปรับต ่าท่ีมีรูปแบบการเติม
น ้าตาลรีดิวซ์ 3 วิธี คือ 1) การเติมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีมีความเขม้ขน้เท่ากบั 75 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 250 มิลลิลิตร 
จ านวน 8 คร้ัง 2) การเติมอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีน ้ าตาลรีดิวซ์เท่ากบั 150 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 500 มิลลิลิตร จ านวน 4 
คร้ัง และ 3) การเติมอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีน ้ าตาลรีดิวซ์เท่ากบั 300 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 1ลิตร จ านวน 2 คร้ัง พบวา่
แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 สามารถท่ีจะใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์ไดใ้นช่วงเวลาเดียวกนัคือภายใน 6 ชัว่โมงแรกของ
การหมกัทั้ง 3 วิธี ส าหรับการเติมน ้าตาลรีดิวซ์วิธีท่ี 1 พบวา่การเติมน ้าตาลรีดิวซ์จะมีผลท าใหค้วามเขม้ขน้ของ
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น ้าตาลรีดิวซ์ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพมีการเปล่ียนแปลงเพ่ิมสูงข้ึนและลดลงอยา่งรวดเร็วในช่วงเวลาท่ีสั้นมาก และ
แบคทีเรียมีการเจริญเติบโตไดอ้ยา่งต่อเน่ืองในระหวา่งท่ีมีการเติมน ้ าตาลรีดิวซ์ อยา่งไรก็ตามพบวา่ความเขม้ขน้
ของมวลเซลลจ์ะมีค่าเพ่ิมสูงข้ึนเพียงเลก็นอ้ย โดยท่ีความเขม้ขน้สูงสุดของมวลเซลลจ์ะมีค่าเท่ากบั 2.48 กรัมต่อ
ลิตร ในขณะท่ีความเขม้ขน้สูงสุดของเอทานอลจะมีค่าต ่ามากคือ 32.34 กรัมต่อลิตร ส าหรับการเติมน ้าตาลรีดิวซ์
วิธีท่ี 2 พบวา่จะเห็นการเปล่ียนแปลงของน ้าตาลรีดิวซ์อยา่งชดัเจน และความเขม้ขน้ของเอทานอลจะมีค่าสูงกวา่
การเติมน ้าตาลรีดิวซ์วิธีท่ี 1 ซ่ึงจะใหค้วามเขม้ขน้สูงสุดของมวลเซลลค์่อนขา้งต ่าคือ 1.64 กรัมต่อลิตร และความ
เขม้ขน้สูงสุดของเอทานอลเท่ากบั 46.47 กรัมต่อลิตร เม่ือเปรียบเทียบกบัวิธีท่ี 1 พบวา่จ านวนคร้ังของการเติมและ
ความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์มีผลโดยตรงต่อความเขม้ขน้ของเอทานอลท่ีได ้ ซ่ึงเม่ือเปรียบเทียบกบัวิธีท่ี 3 ท่ีมี
จ านวนคร้ังของการเติมเพียง 2 คร้ังจะใหค้วามเขม้ขน้ของทั้งมวลเซลลแ์ละเอทานอลมีค่าสูงท่ีสุด ซ่ึงมีค่าเท่ากบั 
3.00 และ 71.70 กรัมต่อลิตรตามล าดบั ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Siva Kesava et al. (1995) ท่ีไดร้ายงานวา่
การเพ่ิมจ านวนคร้ังของการเติมน ้ าตาลกลูโคสในระหว่างการหมกัจะท าให้ความเขม้ขน้ทั้งมวลเซลล์และเอทา
นอลมีค่าลดลง นอกจากน้ียงัสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Ohta et al. (1981) ท่ีไดร้ายงานวา่การเติมอาหารเล้ียงเช้ือ
ในระหวา่งท่ีมีการหมกัจะท าใหเ้กิดสภาวะท่ีมีก๊าซออกซิเจนข้ึนภายในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพมีค่าเพ่ิมมากข้ึน ซ่ึงจะท า
ใหป้ระสิทธิภาพในการผลิตเอทานอลของแบคทีเรีย Z. mobilis มีค่าลดลง อยา่งไรกต็ามน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีเติมในแต่
ละคร้ังทั้ง 3 รูปแบบจะถูกแบคทีเรียน าไปใชอ้ยา่งรวดเร็ว ซ่ึงสังเกตุไดจ้ากความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีเหลือ
จากการหมกัจะมีค่าค่อนขา้งต ่ามากซ่ึงScopes, Griffiths-smith (1986 อา้งถึงในhttp://ces.iisc.ernet.in/ 
curscinew/july10/ articles14htm) พบวา่แบคทีเรีย Z. mobilis จะใชน้ ้ าตาลกลูโคสอยา่งรวดเร็วในสภาวะท่ีมี
น ้ าตาลกลูโคสสูง ๆ โดยท่ีจะไม่มีการยบัย ั้งการท างานของเอนไซมใ์น Entner-Doudoroff pathway ดงันั้นจึงท าให้
มีน ้ าตาลรีดิวซ์เหลืออยูใ่นความเขม้ขน้ท่ีต ่าเม่ือส้ินสุดการหมกั ดงันั้นจากการทดลองการหมกัแบบก่ึงกะ การลด
จ านวนคร้ังของการเติมจะช่วยลดสภาวะท่ีมีก๊าซออกซิเจนเกิดข้ึน และการเติมน ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีมีความเขม้ขน้สูง 
(300 กรัมต่อลิตร) แบคทีเรียจะมีความสามารถในการเจริญเติบโตและผลิตเอทานอลไดสู้งกวา่ นอกจากน้ีใน
สภาวะท่ีมีก๊าซออกซิเจนสูง ๆ ยงัส่งผลต่อการสะสมของอะเซตลัดีไฮด ์ซ่ึงมีความเป็นพิษต่อแบคทีเรีย ซ่ึงจากการ
ทดลองไม่ไดต้รวจวดัอะเซตลัดีไฮดจึ์งท าใหไ้ม่สามารถทราบถึงสภาวะของการเปล่ียนแปลงระหวา่งการผลิตเอทา
นอลและการสะสมของอะเซตลัดีไฮดไ์ด ้ซ่ึงควรท่ีจะมีการศึกษาเพ่ิมเติมต่อไป 
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บทที ่6 
สรุปผลกำรทดลอง 

 
 

      จากการศึกษาเพื่อคดัเลือกแบคทีเรีย Z. mobilis จ านวน 2 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 และ 
Z. mobilis TISTR 1042 ในอาหารเล้ียงเช้ือสูตร yeast extract-peptone glucose และ cultivation medium พบวา่
แบคทีเรีย Z. mobilis TISTR 548 มีความเหมาะสมท่ีสุดส าหรับท่ีจะน าไปใชใ้นการหมกัเพื่อผลิตเอทานอลจาก
น ้าเช่ือมท่ีไดจ้ากการยอ่ยกากมนัส าปะหลงั 
      การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับใชใ้นการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอลจากน ้ าเช่ือมท่ีไดจ้ากการย่อยกากมนั
ส าปะหลงัในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรอุดมดดัแปลงสูตรจากวิธีของ Siva Kesava et al. (1995) ในระดบัขวดเขยา่ ขนาด 
500 มิลลิลิตร พบวา่สภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอลคือ การใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้เท่ากบั 
100 กรัมต่อลิตร ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 และอตัราการเขยา่เท่ากบั 100 รอบต่อนาที ซ่ึงจะ
ใหผ้ลไดข้องเอทานอลสูงท่ีสุดคือ 0.463 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถกูใชไ้ป 
      การศึกษาแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสมส าหรับใชใ้นการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอลในอาหารเล้ียงเช้ือสูตร ปรับต ่า
ในระดบัขวดเขยา่ ขนาด 500 มิลลิลิตร พบวา่แหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสมส าหรับใชใ้นการหมกัเพ่ือผลิตเอทา
นอลคือ การใช ้NH4Cl ท่ีมีความเขม้ขน้เท่ากบั 1 กรัมต่อลิตร ซ่ึงจะใหผ้ลไดข้องเอทานอลสูงท่ีสุดคือ 0.419 กรัม
เอทานอลต่อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถกูใชไ้ป  
      การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับใชใ้นการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอลในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรปรับต ่าในถงั
ปฏิกรณ์ชีวภาพแบบถงักวน ขนาด 5 ลิตร ส าหรับการศึกษาการหมกัแบบกะ พบวา่สภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการ
หมกัและผลิตเอทานอลคือ การใชค้วามเร็วรอบของใบกวนเท่ากบั 100 รอบต่อนาที ซ่ึงจะใหผ้ลไดข้องเอทานอล
สูงท่ีสุดคือ 0.444 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ปและปริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้เท่ากบัร้อยละ 10 (โดย
ปริมาตร) ซ่ึงจะใหผ้ลไดข้องเอทานอลสูงท่ีสุดคือ 0.412 กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ปและการ
หมกัในสภาวะควบคุมค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) คงท่ีเท่ากบั 5.5 ซ่ึงจะใหผ้ลไดข้องเอทานอลสูงท่ีสุดคือ 0.481 
กรัมเอทานอลต่อกรัมน ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชไ้ปและการศึกษาการหมกัแบบก่ึงกะ พบว่าการเติมอาหารเล้ียงท่ีมี
น ้ าตาลรีดิวซ์เท่ากบั 300 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 1ลิตร จ านวน 2 คร้ัง จะมีความเหมาะสมท่ีสุดส าหรับน ามาใชใ้น
การผลิตเอทานอล ซ่ึงจะใหเ้อทานอลสูงท่ีสุดคือ 71.70 กรัมต่อลิตร  
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กราฟมาตรฐานเอทานอลและโครมาโตแกรมเอทานอลจากตวัอยา่ง 
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โครมำโตแกรมเอทำนอลจำกตัวอย่ำง 
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กำรค ำนวณประสิทธิภำพของกำรย่อยกำกมันส ำปะหลงั 
1.กากมนัส าปะหลงัแหง้ (กิโลกรัม)      = 5.25 
2.ปริมาตรของเหลวขน้ (กากมนัส าปะหลงั+น ้ากลัน่) (ลิตร)   = 35 
3.ปริมาตรน ้าเช่ือมท่ีแยกได ้(ลิตร)      = 20 
4.ความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์ (กรัมต่อลิตร)     = 90.89 
5.ประสิทธิภาพของการผลิตน ้าตาลรีดิวซ์ (ร้อยละของกากมนัส าปะหลงัเร่ิมตน้) =60.59 
6.ปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีได ้(กิโลกรัม)      = 1.82 

 

สูตรกำรค ำนวณค่ำพำรำมิเตอร์จลนพลศำสตร์ 
1.ระยะเวลำของกำรหมกั (ช่ัวโมง) จำกวธีิของ Park, Baratti (1993) 

ค านวณจากการพล๊อตค่าความเขม้ขน้ของเอทานอลบนกราฟลอการิทึมกบัเวลา จากนั้นลากเส้นตรงจากแกน
เอทานอลสูงสุดผา่นแกนเวลาจะไดร้ะยะเวลาของการหมกั 
2.ประสิทธิภำพของกำรเปลีย่นน ำ้ตำลกลูโคสหรือน ำ้ตำลรีดวิซ์  
  (ร้อยละของน ำ้ตำลกลูโคสหรือน ำ้ตำลรีดวิซ์) 

(น ้าตาลกลโูคสหรือน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ -น ้าตาลกลโูคสหรือน ้าตาลรีดิวซ์สุดทา้ย) x 100 
(น ้าตาลกลโูคสหรือน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้) 

 

3.ผลได้ของมวลเซลล์ (กรัมมวลเซลล์ต่อกรัมน ำ้ตำลกลูโคสหรือน ำ้ตำลรีดวิซ์ทีถู่กใช้ไป) 
(มวลเซลลสู์งสุด) 

(น ้าตาลกลโูคสหรือน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ - น ้าตาลกลโูคสหรือน ้าตาลรีดิวซ์สุดทา้ย) 
 

4.ผลได้ของเอทำนอล (กรัมเอทำนอลต่อกรัมน ำ้ตำลกลูโคสหรือน ำ้ตำลรีดวิซ์ทีถู่กใช้ไป) 
(เอทานอลสูงสุด) 

(น ้าตาลกลโูคสหรือน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ - น ้าตาลกลโูคสหรือน ้าตาลรีดิวซ์สุดทา้ย) 
 

5.ประสิทธิภำพของผลได้ของเอทำนอล (ร้อยละของค่ำที่ได้ตำมทฤษฏี) 
 

(ผลไดข้องเอทานอล) x 100 
(ผลไดข้องเอทานอลท่ีไดต้ามทฤษฏี) 

 

6.อตัรำกำรเจริญเตบิโตจ ำเพำะ (ต่อช่ัวโมง) 
 ค านวณจากการพล๊อตค่ามวลเซลลล์บนกราฟลอการิทึมธรรมชาติกบัเวลา จากนั้นลากเส้นผา่นช่วงท่ีชนั
ท่ีสุดบนเส้นกราฟของค่ามวลเซลล ์
 

7.อตัรำผลผลติเอทำนอล (กรัมต่อลติรต่อช่ัวโมง) 
(เอทานอลสูงสุด) 

(ระยะเวลาการหมกั) 


